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CAPITULO 1



Consideracdes iniciais

O sistema imunolégico do leitdo ao nascimento € anatémico e funcionalmente
imaturo e, sua sobrevivéncia e defesa imunoldgica sdo dependentes da transferéncia
passiva de anticorpos maternos através do colostro (BLECHA et al., 1983; STOKES &
BOURNE, 1989). Os leitbes s&o vulneraveis ao desafio imposto por microrganismos
patogénicos durante o periodo em que os niveis de anticorpos decrescem no leite e no
periodo anterior ao desenvolvimento de mecanismos de imunidade ativa. Essa
imunidade, segundo Brown et al. (1961), s6 confere grau satisfatério de protecéo por
volta de 35 dias de idade.

Vérios aspectos do desenvolvimento do sistema imune do suino contribuem
para a sua imunocompeténcia, 0 que apresenta impacto significativo sobre a
sobrevivéncia dos leitbes. O tipo de placentacdo epitélio-corial ndo permite a
passagem de anticorpos maternos (imunoglobulinas) para o feto e, portanto, o leitdo
nasce sem a prote¢cdo conferida pela imunidade passiva (HOLLAND, 1990; PUPA et
al., 2004). Ao mesmo tempo, com intuito de aumentar a produtividade das matrizes e
melhorar a eficiéncia de uso das instalagbes de maternidade, o desmame antecipado
dos leitdes com idade, em torno de trés semanas, € pratica comum nas granjas. Os
leitbes recém-desmamados, portanto, além de possuirem menor capacidade de
resposta imune, apresentam outros agravantes como dificuldade em secretar &cido
cloridrico suficiente para reduzir o pH estomacal em niveis adequados para o inicio do
processo de digestdo protéica e auxiliar no controle de microrganismos patogénicos,
reducdo das secrecdes de enzimas digestivas e alteracdes morfoldégicas na mucosa
intestinal, predispondo-os a quadros de diarréias (RIBEIRO et al., 2008).

A ativacdo dos mecanismos de resposta imune impde a demanda por
nutrientes que, ao invés de serem direcionados para o crescimento dos leitbes, sdo
redirecionados para auxiliar a resposta do sistema imune do hospedeiro contra
agentes patogénicos (JOHNSON et al.,, 2001). O desafio sanitario ativa a resposta
inflamatéria que, por sua vez, aumenta a necessidade de energia e de nutrientes
especificos para a sintese dos constituintes de defesa (BARACOS et al., 1987) e,
simultaneamente, reduz a ingestéo de alimento comprometendo o desempenho animal
(JOHNSON, 1997; LE DIVIDICH & SEVE, 2000).

A nutricdo, portanto, exerce influéncia na modulacdo do sistema imune e na
melhoria da resisténcia dos animais & infec¢éo, ja que nutrientes sdo necessarios para

a multiplicacdo celular durante a resposta imune (fagocitos, linfécitos) e sintese de



moléculas efetoras (anticorpos, sistema complemento, 6xido nitrico, lisozimas) ou de
moléculas relacionadas a comunicac¢do celular (citocinas, mediadores inflamatorios)
(JOHNSON et al., 2001 e VOLMAN et al., 2008). Os nutrientes também exercem efeito
indireto na resposta imune ao modificarem as vias de comunicacéo celular (citocinas)
ou limitar efeitos indesejaveis de moléculas efetoras (JOHNSON et al., 2001).

A modulacgéo do sistema imune pode ser beneficiada pela utilizacdo de agentes
como os beta-glucanos, que contribuem para o0 aumento da resisténcia as infec¢des
por aumentar a atividade dos leucdcitos, explosdo respiratéria (respiratory burst),
producdo de citocinas pré-inflamatérias e outros fatores de funcdo antimicrobiana
(VOLMAN et al., 2008).

2. Sistema imune

O sistema imune é o responsavel pela elaboracdo da resposta imunoldgica,
composta por mecanismos de defesa inespecificos e especificos (Figura 1), que visam
primariamente reconhecer e diferenciar o estimulo ao qual € submetido, distinguindo
estruturas proprias das de agentes estranhos e, em seguida, combater o agente
agressor (antigeno), seja ele virus, bactéria, fungo, protozoario, toxina ou qualquer
substancia estranha. Ap6s a identificacdo do antigeno, o sistema imune busca
neutralizar os efeitos prejudiciais de moléculas isoladas e destruir os microrganismos
(TIZARD, 2008; VOLMAN et al., 2008).

Sistema Imune

Inato (Nao Especifico) Adquirido (Especifico)
l l l l \,

Barreiras Componente| |Componente Componente Componente
Fisicas Humoral Celular Humoral Celular
[IFN, NK, citocinas, Células Producao de Linfécitos T
sistema complemento fagociticas anticorpos

Figura 1. Mecanismos inespecificos e especificos da resposta imune.




Segundo Wood (2006), a resposta a infeccdo pode ser, resumidamente,
dividida em cinco estégios:

1) Sensibilizagdo a infeccdo, pois o organismo ndo consegue desenvolver
resposta defensiva contra o patégeno até que reconheca sua presenca;

2) Resposta imediata a infec¢géo, o que envolve a atividade de células e outros
fatores presentes no momento da infeccdo, mas que necessitam de recrutamento ao
local de infeccdo e consequente ativacao;

3) Resposta tardia a infeccdo, ativada quando a resposta imediata a infeccéo
nao é efetiva na eliminagdo do patégeno, se caracteriza por geracao de novas células
e fatores para conterem a infeccao;

4) Destruicdo ou eliminagdo do patdégeno, contudo, quando os patdégenos
produzem poderosas toxinas, torna-se mais benéfico ao organismo primeiramente
neutralizar as toxinas antes de destruir ou eliminar o patégeno e;

5) Desenvolvimento de memdria imunoldgica, por replicacdo e expanséao clonal

dos linfocitos B e T.

2.1 Particularidades da imunologia suina - imunidad e inata

Durante a vida uterina, os leitbes estdo protegidos do estimulo antigénico
externo, em funcéo da caracteristica epitélio-corial da placenta materna. Essa barreira
fisica de protecédo impede a transferéncia de imunoglobulinas da porca aos fetos, via
placenta. Assim, o leitdo nasce imunologicamente despreparado e é extremamente
dependente da imunidade passiva transferida pela porca, via colostro (BROWN et al.,
1961; VARLEY, 1995).

A imunidade passiva é adquirida pelos leitdes através dos anticorpos presentes
no colostro nas primeiras 24 a 36 horas apés o nascimento (BROWN et al., 1961). No
entanto, conforme Gaskins (1998), o desenvolvimento e as altera¢cdes ocorridas no
intestino de recém-nascidos podem influenciar a aquisicdo de anticorpos maternos e a
absorcdo maxima de imunoglobulinas no prazo de 4 a 12 horas apés a primeira
mamada, declinando rapidamente apds esse periodo (VARLEY, 1995).

A sobrevivéncia do leitdo, portanto, ndo depende somente da ingestdo dessas
macromoléculas, mas também de sua propria capacidade em utiliza-las. A capacidade
de resposta imune do leitdo, no entanto, é bastante limitada, principalmente em virtude
da imaturidade do sistema imunol6gico, que passa por mudangas nas primeiras
semanas de vida, incluindo o aumento do ndmero circulante de neutréfilos e da
habilidade de resposta aos estimulos externos (MILLER & STOKES, 1993).



Além disso, o estado imunoldgico dos leitbes pode ser influenciado por fatores
ambientais, que podem resultar em quadro de imunossupressao e, por consequéncia,
reduzir a resisténcia do animal a agentes infecciosos, aumentando a incidéncia de
doencas (ENGLISH, 1998).

Os estressores de origem fisica sdo 0s principais causadores de depressao do
sistema imune dos leitdes. Além dos estressores fisicos (mudanca de ambiente e no
tipo de alimento, separacdo da porca), ha os de origem social, como a alteracdo da
hierarquia apds o desmame, quando se introduz animais novos ao grupo, decorrente
da pratica de manejo de transferéncia lateral de leitbes.

Quanto a nutricdo, um dos maiores problemas do desmame de leitdes decorre
do baixo consumo de alimento ou anorexia transitoria, resultante da deficiéncia de
energia que, por sua vez, pode levar a reducéo do crescimento (GRANA, 2007). O fato
dos leitdes recém-desmamados possuirem sistema digestério imaturo, baixa producao
enzimatica e de 4&cido cloridrico, causa prejuizos na digestdo de proteinas,
carboidratos e gorduras provenientes dos ingredientes de origem vegetal da dieta
ofertada ao leitdo recém-desmamado, sobretudo, em idade antecipada.

Estudos tém demonstrado que, ao desmame, o epitélio do intestino delgado
dos leitbes, geralmente, sofre reducdo na altura das vilosidades e aumento da
profundidade das criptas. Mudancas essas associadas a diminuicdo do consumo
voluntério, & capacidade de absorcdo e ao aumento da ocorréncia de diarréias
(JOHNSON et al, 2001), sendo essas mudangas morfolégicas no intestino
decorrentes, principalmente, do estresse ao desmame e da exposicdo do trato
digestério a nova dieta.

A maioria dos microrganismos patogénicos que infectam o animal encontra
defesas inespecificas persistentes. A inespecificidade de defesa do hospedeiro
constitue a imunidade inata, por ser inerente ao organismo e pela capacidade de
resposta ndo mudar ou adaptar-se de uma infeccdo para outra (COLDITZ, 2002;
WOOD, 2006).

A primeira estratégia de defesa do organismo sdo as barreiras fisicas a
invasdo. O epitélio fornece barreira fisica efetiva a entrada de microrganismos e
produz diversos fatores antimicrobianos. Nas outras superficies corpéreas, as defesas
fisicas incluem o processo de autolimpeza, tosse, espirro e fluxo de muco no trato
respiratorio, vomito e diarréia no trato gastrintestinal, fluxo urinario e baixo pH no
sistema urinario (WOOD, 2006).



A presenca de uma flora normal estabelecida também elimina muitos invasores
potenciais, a exemplo da flora bacteriana residente na pele que exclui
competitivamente outras bactérias e fungos, ou mesmo, a flora bacteriana intestinal
gue compete com bactérias patogénicas e mantém a tensdo de oxigénio baixa, além
da acdo protetora complementar desencadeada por células especializadas do epitélio
intestinal, as células de Paneth, responsaveis pela secrecéo de a-defensinas, como as
criptidinas e lisozimas (COLDITZ, 2002).

As barreiras fisicas por si s6 ndo evitam a entrada de microrganismos
prejudiciais ao animal. Desta forma, mecanismos quimicos e celulares de defesa sao
ativados para reconhecer quimicamente os componentes normais do organismo
animal e, dessa forma, liberar enzimas capazes de digerir a parede celular das
bactérias ou capazes de digerir carboidratos (lisozimas) e ainda de destruir varios
virus (TIZARD, 2008).

Outra habilidade do organismo € conter a infec¢cdo por meio do isolamento da
mesma garantida pela inflamacdo, o que impede a dispersdo dos patégenos para
areas ndo infectadas do corpo. Para que isto seja possivel, h&4 necessidade de captura
e ataque dos patdégenos que conseguiram penetrar nos tecidos por células fagociticas
pertencentes a dois sistemas complementares: 1) o sistema miel6ide subdividido em
la) grupo de células fagociticas de acdo ripida, mas incapazes de um esforco
prolongado, representado pelos neutréfilos, basofilos e eosindéfilos e, 1b) grupo
composto por células de acdo mais lenta e de poder fagocitario mais prolongado,
sendo representado pelos macrofagos e, ainda pelo sistema linféide (2), constituido
pelas células natural killer (WOOD, 2006; TIZARD, 2008).

As células fagociticas sdo normalmente encontradas no sangue e devem
migrar para o local da infeccdo para destruir os invasores. Dessa maneira, apds a
lesdo, ocorre constricdo transitdria das arteriolas locais, seguida pela dilatacdo de
todos 0s pequenos vasos sanguineos lesados, por acdo de moléculas vasoativas, a
exemplo das aminas (histamina e serotonina), lipideos vasoativos (leucotrienos,
tromboxanos e prostaglandinas), polipeptideos vasoativos (cininas e anafilatoxinas),
fator ativador plaquetario (PAF) e componentes do complemento sérico (Cs, € Cs,)
(TIZARD, 2008). Ha, entdo, aumento da permeabilidade vascular, no qual as células
endoteliais e perivasculares se contraem de tal forma que o fluido escapa através dos
espacos intercelulares. Ao mesmo tempo, essas mudangas nos vasos permitem que
os neutréfilos e mondcitos movam-se gradualmente em baixissima velocidade (estagio

denominado “rolamento”) até aderirem-se as células endoteliais. Em seguida, migram



para os tecidos, atravessando as fendas entre as células endoteliais, concluindo o
processo de diapedese. Todo esse processo sO é possivel mediante aumento da
expressao de selectinas P e L, PAF e integrinas (OSBORN, 1990).

O acumulo e ativacdo de células fagocitarias (neutréfilos e macréfagos) no
local da injdria contribue para a eliminacdo de microrganismos por meio do processo
denominado fagocitose (interiorizacdo e destruicdo dos patdgenos). Uma vez
fagocitados, os patdgenos permanecem no interior da membrana citoplasméatica do
fagossomo (vacuolo fagocitario). Quando internalizados, esses fagossomos entdo se
fundem aos lisossomos (granulos citoplasmaticos) pré-formados que possuem varias
proteases. A ativacdo dos fagocitos, a exemplo da sinalizacdo por meio das proteinas
de membrana TLR (toll like receptors), resulta na ativacdo do complexo da NADPH-
oxidase na membrana do fagossomo e no interior da membrana plasmética
catalisando a reducdo do oxigénio (O,) a radical superédxido (O,) (VOLMAN et al.,
2008).

O radical superoxido € entdo simultaneamente reduzido e oxidado
(dismutacdo) para produzir peroxido de hidrogénio, potente oxidante parcialmente
responsavel pela morte dos patégenos (VOLMAN et al.,, 2008). No entanto, a
mieloperoxidase, presente no interior dos fagossomos, utiliza o peréxido de hidrogénio
para produzir antimicrobiano mais potente, o acido hipocloroso (HCIO). Esse processo
de producdo de oxidantes apds ativacdo e fagocitose por neutréfilos e macréfagos
rapidamente utiliza grandes quantidades de oxigénio disponivel e, por essa razéo é
denominado de exploséo respiratoria ou respiratory burst (DE LEO et al., 1999;
VOLMAN et al., 2008).

Apoés a ativacdo dos fagdcitos, a forma induzivel do 6xido nitrico sintetase
(iINOS) é também expressa, resultando na producao de radicais livres de 6xido nitrico
(NO), que reagem com o superoxido formando o metabdlito téxico peroxinitrito. Esses
varios oxidantes ndo ficam contidos somente no fagossomo, sdo também liberados
das células, contribuindo para a morte dos patdogenos adjacentes, o que
inevitavelmente, acarreta danos oxidativos aos tecidos circundantes (EISERICH et al.,
1998; PIBOT et al., 2008).

Para se protegerem do massivo dano oxidativo autdgeno, os fagdcitos
necessitam de concentracbes significativas de antioxidantes citossélicos
(hidrossolaveis) e de membrana (lipossoluveis), que sao degradados e rapidamente

repostos durante a explosdo respiratéria. Os antioxidantes mais importantes nesse



processo sdo a glutationa peroxidase, o ascorbato e o tocoferol (EISERICH et al.,
1998; VOLMAN et al., 2008).

O sistema imune inato também atua para recrutar respostas antigeno-
especificas, ndo s6 por atrair células do sistema imune para o local da infec¢do, mas
também por meio da captacdo do antigeno pelas células dendriticas, transportadoras
do antigeno para tecidos linféides, onde as respostas primarias séo iniciadas (WOOD,
2006).

As células dendriticas também produzem citocinas que regulam a qualidade da
resposta imune para que esta seja mais adequada no combate ao patégeno (ADACHI
et al., 1994; WOOD, 2006; VOLMAN et al., 2008). Nos suinos, as células dendriticas
sdo derivadas da medula 6ssea, sendo representadas pelas SWC;", CD;*, CDgyss ',
CDy4" e CDy6" (SINKORA & BUTLER, 2009).

As citocinas inflamatédrias, além de mediar a comunicacdo entre os leucocitos,
agem também como hormonios, possibilitando a comunicagéo do sistema imunolégico
com outros sistemas fisioldégicos (nervoso e digestorio), permitindo o restabelecimento
de prioridades biolégicas do animal em resposta a infeccdo (ADACHI et al.,
1994). Dessa forma, o animal responde a inflamacdo ou leséo tecidual sintetizando
novas proteinas e gerando respostas que auxiliam na prote¢do do corpo. Essas
respostas sistémicas incluem reacbdes como a febre, neutrofilia (liberacdo de maior
guantidade de neutrdfilos sequestrados do interior da circulacdo pela medula éssea),
letargia e eventual emaciagdo muscular (resultado do aumento do catabolismo
protéico, que mobiliza aminoacidos para o aumento da sintese de anticorpos). Essas
respostas sdo mediadas por citocinas secretadas pelos macréfagos, destacando-se a
IL-1; IL-6 e TNF-a (fator de necrose tumoral a) (TIZARD, 2008).

Outra alteracdo metabdlica marcante durante a infeccdo é a sintese e secrecéo
de proteinas pelo figado, conhecidas por proteinas de fase aguda, as quais incluem
componentes do sistema complemento, fatores de coagulacdo, inibidores de
proteases e proteinas conjugadoras de metais (COLDITZ, 2002; WOOD, 2006).

A proteina de fase aguda de maior destaque em suinos € a proteina C reativa,
que em associacdo a fosfatidilcolina, ativa linfécitos para combater organismos
patogénicos (TIZARD, 2008). Pode ainda se conjugar aos neutréfilos e promover a
fagocitose, a remocao de células e microrganismos danificados ou em processo de
morte, inibir a producdo de superdxido e a degranulagdo neutrofilica, promovendo

cicatrizacdo tecidual por meio do aumento do reparo do tecido lesado e, ainda pode se



conjugar com constituintes nucleares, como a cromatina, histonas e riboproteinas de
forma a regular a resposta de autoanticorpos a antigenos (KUSHNER, 1990).

Nos suinos, as proteinas de fase aguda incluem ainda as haptoglobulinas,
glicoproteinas soluveis ao &acido, glicoproteinas aj-acidas, ceruloplasminas e a,-
globulinas séricas. Além disso, existem algumas proteinas cujos niveis diminuem
durante a inflamacao aguda, as chamadas proteinas de fase aguda negativa, que nos
suinos incluem as albuminas, a-lipoproteinas, fetuinas e transferrinas (KUSHNER,
1990).

Além da reacdo inata do organismo a invasdo, como a inflamacédo e
mobilizacdo de células fagociticas, o animal também desenvolve uma resposta
defensiva a partir da experiéncia prévia para o combate a invasfes subsequentes.
Neste contexto, por¢des selecionadas dos microrganismos invasores sdo processadas
e apresentadas as células sensiveis a antigenos do sistema imune. Essa
apresentacdo de antigenos envolve sua quebra em fragmentos e alocacdo em sitios
de conjugacdo nos receptores de superficie (chamados de moléculas de
histocompatibilidade) de células especializadas, denominadas células apresentadoras
de antigenos (TIZARD, 2008).

As moléculas de histocompatibilidade s&o receptores glicoprotéicos codificados
por genes situados em um complexo génico chamado de Complexo de
Histocompatibilidade Maior (CHM). Este complexo fornece o principal componente
genético de susceptibilidade as doencas ou resisténcia as infeccoes e doencas
autoimunes, nas quais as respostas imunes exercem papel significativo (TIZARD,
2008).

As moléculas de CHM das classes | e Il sdo receptores que se conjugam aos
fragmentos do antigeno e os apresentam aos linfocitos, regulando efetivamente as
respostas imunes. Cada CHM varia de nome entre as espécies, sendo chamado de
SLA (Swine Leukocyte Antigen) nos suinos. As moléculas de CHM classe | em suinos
sdo detectadas na maioria das células nucleadas, com destaque para os linfocitos,
plaguetas, granulocitos, hepatécitos, células renais e espermatozéides e seu arranjo
génico (numero de genes alelos encontrados no locus) é baixo, de apenas doze
genes, sendo apenas quatro funcionais (VAIMAN et al., 1998).

As moléculas de CHM classe Il nos suinos sdo expressas em quase todas as
células T adultas em repouso, na mesma proporcdo que Sa0 expressas nos
macréfagos e, também em grande quantidade no endotélio vascular renal e nos

glomérulos, fato de importancia na rejeicdo de transplantes renais. O complexo SLA
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influencia ainda pardmetros reprodutivos, tais como a taxa de ovulagdo, tamanho da
leitegada e viabilidade dos leitdes. Isso pode ser decorrente do papel exercido na
biossintese de esterdides pela 21-hidroxilase, cujo gene se localiza na regido de
classe Il do SLA. Os niveis séricos de imunoglobulinas também sdo afetados em
parte pelo haplétipo (conjunto completo de alelos) do SLA em suinos (VAIMAN et al.,
1998).

Outros dois tipos de componentes do sistema inato sdo os interferons (IFN) e
as células natural killer (NK). Os IFN sdo citocinas que inibem a replicacdo viral em
células infectadas e podem ser secretados pelas células ou ligar-se a receptores
especificos em outras células, tornando-as ativadas a infeccdo. Existem trés tipos
principais de IFN: IFN-a, IFN-B (produzidos por macrofagos, linfécitos, fibroblastos e
células dendriticas) e IFN-y (produzido por linfécitos e células NK) (VOLMAN et al.,
2008).

As células NK representam 1 a 10% do total de células brancas do organismo
animal e sdo descritas por sua habilidade em destruir outras células, especialmente
células cancerosas. Tém papel importante na resisténcia as infec¢des virais,
bacterianas e por protozoarios, além do papel nas respostas inflamatérias. Quando
presentes no sitio da inflamag&o podem ser estimuladas pela citocina IL-12 (produzida
por macréfagos ativados) e produzir IFN-y, potente ativador de macréfagos. Dessa
maneira, esse processo amplifica a ativacdo dos macréfagos e células NK, o que
auxilia na resisténcia a infec¢do (WOOD, 2006).

As células NK em suinos representam 15% do total de linfécitos e s&o
distinguidas pelo complexo fendtipo das perforinas sendo elas as CD,", CDs,
encontradas no CHM classe Il e LFA-I" (Lymphocyte Function-Associated Antigen), no
baco e sangue periférico, sendo também encontradas nos linfonodos ou no timo em
pequenas quantidades (SINKORA & BUTLER, 2009). Recentes estudos, revisados por
Gerner et al. (2009), ainda citam as CD,, CDs, CDg’, CDg,", CDgg’, CD115 " € CDy¢".

Para haver interacdo das células apresentadoras de antigenos, antigenos
processados e os linfocitos € necessario que o organismo tenha ambiente propicio
para esta interacdo e regulacdo. Esse ambiente é denominado de sistema linféide,
subdividido em primario e secundario, 0s quais sao respectivamente, locais de
producdo e maturacao de linfocitos B e T, células constituintes da segunda defesa do

organismo, a imunidade adquirida.
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2.2 Particularidades da imunologia suina - imunidade ad quirida

Alguns patégenos, a exemplo dos virus, ndo sdo reconhecidos pelo sistema
imune inato por ndo possuirem substancias diferentes daquelas do hospedeiro. Por
outro lado, o organismo do animal possui um sistema imune especifico capaz de
distinguir moléculas de patégenos, mesmo que elas sejam muito similares as do
hospedeiro, atuando na neutralizacdo dos efeitos prejudiciais destes microrganismos
patogénicos por meio da a¢do de células leucocitarias chamadas de linfcitos. Existem
duas populacBes deste tipo celular, os linfécitos B e T (FERREIRA & SOUSA, 2002;
WOOQOD, 2006).

Os linfocitos B se diferenciam na medula éssea e sdo responsaveis pela
producdo de importantes glicoproteinas que fazem parte do sistema imune especifico,
0s anticorpos. Estes possuem a habilidade de reconhecer moléculas estranhas,
antigenos ou toxinas que podem estar na superficie dos patégenos (WOOD, 2006),
sendo um dos mecanismos mais eficientes de defesa do organismo animal
(FERREIRA & SOUSA, 2002).

Os anticorpos sao subdivididos em varias classes denominadas: 1gG,
constituida por cinco subclasses (19G1, 19G.a, 19G2b, 19Gs, 1gG4) sendo esta, a classe
predominante no soro (85%); IgM, produzida depois de um primeiro contato com um
novo antigeno, correspondendo a 12% no soro; IgA, constituida por uma subclasse,
que é dimérica (IgA? e IgA°), representa cerca de 3% das imunoglobulinas do soro,
sendo encontrada em secrecdes como o muco dos tratos respiratério e intestinal,
saliva, suor, leite e colostro; IgE, identificada tardiamente em comparagdo com as
anteriores, apresenta grande capacidade de expansao clonal e de respostas mediadas
por células contra antigenos, estd presente em menor concentracdo no plasma,
envolvida em processos alérgicos e asméaticos e ainda, a IgD, ausente em suinos,
assim como, em bovinos e coelhos (VARLEY, 1995; WOOD, 2006; BARCELLOS et
al., 2007).

J4 os receptores antigénicos de células B séo produzidos em grande

gquantidade pelas células plasmaticas em resposta a acdo dos anticorpos e sdo
constituidos por quatro cadeias peptidicas, sendo duas leves (K, A) e duas pesadas,
que apresentam outros cinco tipos diferentes (Q,YV, 9, €, ) (THACKER, 2004;
GUEDES & FRANCA, 2007).

Outro tipo celular sdo os linfécitos T, que possuem precursores originados na
medula éssea e migram ao timo para completar sua maturacdo. Quando maduros e

ativados, se diferenciam em células que podem destruir as células infectadas
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(linfocitos T CDg citotoxicos) ou ativar outras células, como os linfécitos T CD,
auxiliares, de modo que as células B e T séo responsaveis pela imunidade humoral e
celular, respectivamente (VOLMAN et al., 2008; FORT, 2010).

Nas células T sdo encontrados os receptores antigénicos (TCR), constituidos
por duas cadeias peptidicas conjugadoras de antigenos associadas as glicoproteinas
(a/B, y/d). Cada célula T somente responde a um antigeno, pois na mesma célula os
receptores TCR sdo idénticos. Para identificacdo dos antigenos, os receptores TCR
sdo complexados a um grupo de glicoproteinas ligadas ao CHM, sendo os mais
comuns o CD,, ligado ao CHM Il e o CDsg, ligado ao CHM | (HURLEY, 2004;
THACKER, 2004; GUEDES & FRANCA, 2007).

Os suinos possuem linfonodos acelulares, sendo a Unica espécie em que 0s
leucécitos de mucosa circulam na corrente sanguinea, em razdo da quantidade de
leucécitos circulantes ser maior em comparac¢ao com as demais espécies. Os linfécitos
sdo produzidos e diferenciados pelos oOrgdos linféides primarios que sao
representados pelo timo, placas de Peyer e glandulas linfoepiteliais. Nessa espécie, 0s
linfécitos T amadurecem no timo, ja os linfécitos B amadurecem nas placas de Peyer
(SINKORA & BUTLER, 2009).

O timo localiza-se no mediastino anterior, estendendo-se até a altura da
glandula tire6ide no pescoco. Aos 36 dias de gestacdo esta completamente formado,
apresentando crescimento alométrico dos 36 aos 114 dias de gestacdo. Apresenta
maior tamanho em recém-nascidos, a partir de entdo sofre reducéo até a puberdade
guando atrofia, sendo seu cortex substituido por tecido adiposo. A sua principal funcéo
€ a producéo de linfécitos T em animais jovens, além da produgdo de horménios que
auxiliam na restauracdo das células timicas e na manutencéo da funcéo dos linfécitos
T (SINKORA & BUTLER, 2009; ROTHKOTTER, 2009).

Em suinos, ha diferentes tipos de placas de Peyer (PP), apresentando a PP
jejunal, ileal, a do coélon ascendente e do colon descendente, estando as duas
primeiras situadas no intestino delgado, com desenvolvimento pré-natal (40 dias antes
do nascimento) e as duas ultimas, no intestino grosso, desenvolvem-se no periodo
perinatal (ROTHKOTTER, 2009).

As placas de Peyer sdo grandes massas linféides encontradas nas paredes
intestinais e, em suinos, estdo concentradas no ileo (80 a 90%) estendendo-se até a
juncdo ileocecal, correspondendo ao local de proliferacéo rapida de linfécitos B, além
de existir por¢cdes de PP no jejuno que se apresentam como um discreto acumulo de

multiplos foliculos. E o Gnico tecido linféide que ndo possui vasos linfaticos aferentes.
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Assim a circulacdo de linfécitos ocorre através da corrente sanguinea (GUEDES &
FRANCA, 2007).

Nos leitdes, as PP ileocecais ndo possuem linfécitos T e tém cerca de 2 m de
comprimento, desenvolvendo-se bem antes do nascimento. J& as placas jejunais se
apresentam como multiplos foliculos (cerca de 30) de estrutura convencional e que
persistem por toda a vida do animal, sendo responsaveis pela maturacdo e
diferenciacéo dos linfécitos B (TIZARD, 2008).

As PP ileocecais, assim como o timo, sdo maiores em animais muito jovens e
involuem a partir de um ano de idade, apresentando transito de linfocitos baixo e
populacdo de células B dez vezes maior que a de células T. Em contrapartida, as PP
jejunais persistem por toda a vida com uma movimentacao de linfécitos relativamente
alta e com numero de células B e T equivalentes. Ambas PP tém como funcéo a
proliferacdo rapida de células B, porém h& diferencas funcionais entre as duas.
(TIZARD, 2008).

As glandulas linfoepiteliais, localizadas no intestino grosso e ceco de suinos,
séo glandulas agregadas que circundam as glandulas intestinais alongadas e contém
muitas células plasméticas, sugerindo ser o maior sitio de producdo de anticorpos.
Nesse contexto, as placas de Peyer e as glandulas linfoepiteliais constituem o GALT
organizado (Gut-associated Lymphoid Tissue), enquanto que o GALT difuso é
composto pela lamina propria e linfécitos intraepiteliais (GUEDES & FRANCA, 2007,
TIZARD, 2008).

O GALT constitui-se de monocamada de células epiteliais da mucosa que
protege 0 organismo contra antigenos externos, mantendo-os no lumen intestinal,
além de promover tolerancia imunoldgica contra antigenos presentes nos alimentos. O
GALT organizado € o sitio indutor que promove a proliferacdo de linfocitos,
principalmente de linfocitos B, os quais ap0s sofrerem maturacao juntamente com o0s
linfécitos T migram para a lamina propria juntando-se a um grande grupo celular
diverso constituido por macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas e outras células.
Os linfocitos intraepiteliais sdo um grupo celular homogéneo de populacbes de células
T CDg" ou de CD,/CDg, podendo ser diferenciados pelos receptores ye § (GUEDES
& FRANCA, 2007).

Os orgdos linféides secundarios surgem tardiamente na vida fetal, persistindo
por toda a vida do animal. S&o eles os linfonodos, as tonsilas, o baco, a medula 6ssea
e os tecidos linféides espalhados por todo o corpo, particularmente nos tratos

digestorio, respiratorio e urogenital. Os linfonodos dos suinos séo classificados como
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“invertido”, pois os nodulos agregados estédo orientados de forma que o cortex de cada
nédulo se localize em direcdo ao centro, enquanto a medula localiza-se na periferia
(WOOD, 2006).

Os linfocitos T circulantes sdo escassos na linfa suina, em razdo de deixarem
os linfonodos pela corrente sanguinea, através das vénulas do endotélio alto do
paracortex e, ndo pelos vasos linfaticos. Em geral, os linfonodos consistem de rede
composta por linfécitos, macréfagos e células dendriticas. Os linfocitos B predominam
no cortex, enquanto que os linfécitos T no paracértex. J& na medula encontram-se
também linfécitos B, macréfagos, reticuldcitos e plasmécitos (TIZARD, 2008).

As tonsilas suinas estdo localizadas no palato. Seu epitélio e criptas sao
constituidos por linfécitos B e T. Alguns linfécitos provenientes da corrente sanguinea
e da linfa intestinal também recirculam pelo corpo através das tonsilas
(ROTHKOTTER, 20009).

O bago em suinos esta completamente formado aos 36 dias de gestacio. E
dividido em polpa vermelha (onde h4 o armazenamento de eritrocitos e captura de
antigenos) e, em polpa branca, rica em linfécitos (SINKORA & BUTLER, 2009;
ROTHKOTTER, 2009).

A medula éssea é um 6rgdo hematopoiético cuja atividade nos suinos aumenta
a partir dos 45 dias de gestacgdo até o nascimento. Além disso, origina todas as células
sanguineas, assim como 0s precursores dos macrofagos, células dendriticas e
linfocitos (SINKORA & BUTLER, 2009).

3. Imunonutrientes na nutricdo de leitbes

Em situacdes associadas ao estresse, 0s animais tornam-se susceptiveis as
infeccdes causadas por microrganismos patogénicos. Desse modo, melhorar a fungao
imune, adotando estratégias nutricionais, pode auxiliar na manutencao ou restauracao
da resposta imune (XAVIER et al., 2006).

A imunonutricdo € definida como o potencial de modular a atividade
imunolégica através da intervencdo com nutrientes especificos em quantidades
adequadas, objetivando com tal estratégia, alterar o fornecimento de nutrientes,
visando modificar a resposta inflamatoéria e imunoldgica, melhorando a resisténcia e
resiliéncia do animal (HANNAS, 2010).

A acgédo protetora do sistema imunoldgico tem um custo nutricional, uma vez

gue em situacBes de maior desafio sanitario, alguns nutrientes sado redirecionados do
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crescimento para auxiliar a resposta imune no combate ao agente patogénico
(RIBEIRO et al., 2008).

Em situacdes de estresse, ocorre maior sintese e secre¢cdo de esterdides e
corticosteroides que afetam o estado imunoldgico, resultando em menor resisténcia as
infecgBes, aumento do catabolismo e interferéncia na utilizacdo de nutrientes e sintese
de tecidos. Essas alteracbes aumentam a taxa metabdlica basal e a utilizacdo de
carboidratos e, subsequentemente, a exigéncia de energia. A glicose é desviada para
tecidos periféricos e tecidos responsaveis pela resposta imunoldgica,
consequentemente, as taxas de crescimento dos tecidos e a sintese de proteina
corporal sdo reduzidas. Além disso, proteinas corporais sdo catabolizadas,
contribuindo para a sintese de proteinas de fase aguda ou de outros produtos
imunolégicos (CARGILL & BANHAZI, 1998).

Os efeitos dos principais nutrientes com acédo imunoldgica estdo descritos a
seguir. Ressalta-se que esses efeitos sofrem influéncia da idade, condicao sanitaria,

fase de producéo e condicao nutricional do animal.

3.1 Minerais e vitaminas

Sédo antioxidantes nao enzimaticos, representados pelos oligoelementos (Fe,
Zn e Se) e vitaminas (E, A e C) reconhecidos pelo seu papel na fagocitose, sintese de
moléculas como as leucinas e imunoglobulinas e na atividade dos 6rgaos linféides
(SURAI, 2005).

O ferro estd envolvido em diversas reacdes quimicas relacionadas aos
processos de obtencdo de energia e multiplicacdo celular em praticamente todas as
células animais. Em quadros de deficiéncia desse mineral, ha reducdo da atividade
fagocitica dos neutréfilos e macréfagos, provavelmente devido a baixa atividade da
mieloperoxidase, reducdo da diferenciacdo, proliferagdo e numero de linfécitos T e
falhas na atividade das células natural killer (RIBEIRO et al., 2008).

O zinco € o segundo elemento trago de maior abundancia em mamiferos,
integrando a composicdo de mais de 300 enzimas (SURAI, 2005). Atua no estimulo a
atividade de linfécitos T auxiliares, desenvolvimento dos linfocitos T citotoxicos,
producdo de citocinas e apoptose de células de linhagens mieléide e linféide. Sua
caréncia afeta a atividade dos 6rgaos linféides, resultando em alteragdes na sintese de
linfocitos e alteragBes epidérmicas associadas a maior penetracdo de patdgenos.
Outros estudos mostraram que o zinco, administrado na forma de ZnO, foi capaz de

inibir a adesdo de Escherichia coli nos enterdcitos, aumentar a expressao de IGF-1
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nas células do intestino delgado e o comprimento das vilosidades intestinais (SURAI,
2005; LI et al., 2006).

O selénio é um micronutriente de ag¢do antioxidante que influencia a atividade
da enzima glutationa peroxidase, atuando na remoc¢éo dos lipideos hidroperoxidados
toxicos e dos radicais livres, estimula o sistema imunolégico e intervém no
funcionamento da glandula tiredide. Seu déficit acarreta a reducdo da resisténcia as
infeccdes virais e microbianas, acdo dos anticorpos (IgG, IgM e IgA), desenvolvimento
dos linfécitos e quimiotaxia dos neutréfilos (ARTHUR et al., 2003).

A vitamina E, conhecida pelo efeito antioxidante, atua na manutencdo da
integridade estrutural das células, incluindo as células imunes, no estimulo a atividade
de macrdéfagos e linfocitos B e T, na prevencdo de danos de radicais livres e produtos
de peroxidacdo aos tecidos, na reducdo dos niveis plasmaticos de cortisol e PGF-2,
beneficiando os animais submetidos ao estresse. Em casos de deficiéncia dessa
vitamina ocorreu supressdo da atividade dos linfocitos B e T, producdo de
imunoglobulinas, sintese de citocinas e linfocinas (RIBEIRO et al., 2008).

A vitamina A desempenha varias funcdes, sendo importante para a viséo,
expressao génica, reproducdo, desenvolvimento embrionério, diferenciacéo tissular,
integridade das mucosas, acdo antioxidante e funcdo imunologica. A vitamina A
modula a resposta das células fagociticas e ativa a citotoxicidade mediada por células.
Sua deficiéncia esta associada ao aumento da susceptibilidade as infec¢des, em razao
da menor atividade das células natural killer e macréfagos, da sintese de interferons,
proliferacé@o de linfocitos, bem como da redug&o do tamanho do timo e bago (SARNI et
al., 2010).

A vitamina C atua como potente antioxidante e tem acdo em diversas
reacdes bioquimicas celulares, como na hidroxilacdo do coldgeno, garantindo a
resisténcia dos ossos, dentes, tendBes e parede dos vasos sanguineos; sintese e
catabolismo da tirosina e de neurotransmissores; estimulo a atividade leucocitaria e a
sintese de interferons (HANNAS, 2010; SARNI et al., 2010).

3.2 Aminoacidos

A maior parte dos mediadores inflamatdrios sdo peptideos, a exemplo das
citocinas, imunoglobulinas, proteinas do sistema complemento. Essa exigéncia
especifica de amino&cidos para a resposta imune confere um papel chave para o nivel
e qualidade de proteinas na dieta, a fim de suprir as necessidades imunologicas sem

afetar negativamente o desempenho animal (HANNAS, 2010).
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A arginina € um aminoacido ndo essencial e, em condi¢des fisiologicas tem
importante papel para a sintese protéica. E precursora na sintese de uréia, ornitina,
poliaminas e de Oxido nitrico. Em situagfes de trauma, estresse metabdlico ou jejum
prolongado, a arginina torna-se um aminoacido essencial (SATRIANO, 2004). Esse
aminoéacido tem sido relacionado ao aumento da imunidade, que parece ter correlacdo
com a maior liberacdo de horménio do crescimento (CURLEY et al., 2003). Esse
aumento da atividade do sistema imune é decorrente do aumento da producdo de
hidroxiprolina e da atividade dos linfocitos T, células natural killer e macréfagos
(MEIER et al., 2004).

A glutamina, aminoacido neutro e gliconeogénico, sintetizado por
mecanismos endogenos, a partir da aménia e glutamato é o mais abundante
aminoacido do organismo. E sintetizada por diversos tecidos, sendo encontrada em
maior quantidade no sangue e musculo esquelético. E considerado um aminoéacido
condicionalmente essencial, pois em quadros de hipercatabolismo decorrentes de
traumas, infeccdes graves e cancer, onde ha elevagdo das taxas de degradacgéo
muscular, ocorre 0 aumento de sua demanda pelos tecidos, resultando em reducéo
significativa dos seus niveis plasmaticos (ALBERTINI & RUIZ, 2001; LI et al., 2007).

A glutamina é o mais importante substrato de energia para células em divisdo
rapida, como os enterdcitos, linfocitos, neutréfilos, macrofagos e células renais. Atua
no estimulo a proliferagdo de linfocitos T, fornece ATP para o turnover protéico
intracelular, sendo o combustivel celular mais importante para a producdo das
citocinas, ativacdo de macréfagos, inibicdo da apoptose, transporte de nutrientes
através da membrana plasmatica, crescimento, migracdo e manutencado da integridade
celular (HANNAS, 2010). Ainda atua na prevencdo da atrofia intestinal, mantém os
niveis de IgA secretados pelo intestino, garantindo a protecdo da mucosa intestinal
(WAITZBERG et al., 2000).

O triptofano, aminoacido essencial para deposicdo protéica, também é
precursor de metabolitos como a grelina, serotonina, acido nicotinico e melatonina. E
importante intermediario do sistema imune e sua utilizagdo aumenta durante
processos inflamatoérios. Os motivos para seu catabolismo residem na inducdo de sua
utilizacdo pelas citocinas, em especial, o interferon e, em seu uso pelo figado para a
gluconeogénese e sintese de proteinas de fase aguda (WU, 2010).

A treonina, além de ser utilizada para sintese de proteinas do tecido muscular e
do leite, também esta envolvida em outras fungdes fisiolégicas, como na digestdo e na

ativacdo do sistema imune. As secrec¢des digestorias, dentre elas o muco, € composto
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principalmente de 4gua (95%) e mucinas (5%), que sao glicoproteinas de alto peso
molecular ricas em treonina. Similarmente as mucinas, 0s anticorpos sao
glicoproteinas globulares que contém elevados niveis de treonina, tornando-se o
primeiro aminodacido limitante para a produgdo de imunoglobulinas G (AJINOMOTO,
2003).

3.3 Lipideos

A quantidade e tipo de lipideos podem modular as fungBes imunes. Nesse
aspecto, o adequado balango da ingestdo de acidos graxos, especialmente os da
familia 6mega 3 — n3 (&cido linolénico) e dmega 6 — n6 (acido linoléico e araquiddnico)
sdo importantes nessa imunomodulacao e na severidade do processo inflamatério. O
metabolismo desses &cidos graxos € competitivo, pois a elongacéo ou dessaturacao
de suas cadeias carbdnicas utilizam o mesmo conjunto de enzimas (RIBEIRO et al.,
2008; HANNAS, 2010).

Os é&cidos graxos n-3 apresentam dois derivados importantes (EPA - acido
eicosapentaendico e DHA - acido docosahexaendico), constituintes dos fosfolipideos
das membranas das células que, além de modularem a funcéo celular atuando como
mediadores intracelulares da transducédo de sinais e moduladores das interacdes entre
células, também inibem a atividade do fator nuclear Xg (NF-Xg). Fator esse,
responsavel por induzir a expressao de varios genes de moléculas pro-inflamatérias,
como algumas citocinas e moléculas de adesdo (ANDRADE & CARMO, 2006; MAHAN
et al., 2013).

O &cido araquiddnico induz a producéo de eicosandides pro-inflamatérios (LT4 e
PGE-2) de acéo supressora, 0s quais inibem a proliferacdo de linfécitos, producdo de
anticorpos e citocinas, expressdo de moléculas de adesdo e ativacdo das células
natural killer. Nesse aspecto, o metabolismo do EPA contrabalangca esse efeito
negativo sintetizando leucotrienos biologicamente menos ativos (LT5 e PGE-3), de
acdo anti-inflamatdéria (PERINI et al., 2010).

O acido linoléico conjugado (CLA), exerce efeitos sobre o sistema imune no que se
refere ao estimulo para sintese de imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA), linfocitos T
citotoxicos e na reducdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a.
(HANNAS, 2010).
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4. Densidade nutricional das dietas

As doencas infecciosas e reacdes inflamatérias marcadamente reduzem o
consumo de racao e redistribuem os nutrientes necessarios ao crescimento, 0s quais
agem no suporte aos mecanismos de ativacdo do sistema imunoldgico
(WANNEMACHER, 1977; JOHNSON, 1997).

Nas primeiras semanas pos-desmame, a ingestdo energética do leitdo é de
apenas 60 a 70% de sua necessidade normal de energia metabolizavel. O déficit se
acentua com a ativacao imunoldgica decorrente de desafios sanitarios e estresse, aos
quais o leitdo é submetido (LE DIVIDICH & SEVE, 2000).

Como o mais evidente efeito do estresse imunoldgico para o crescimento € a
gueda no consumo de alimento, torna-se prudente manipular a densidade energética
da racdo (KLASING, 1992) mantendo-se a relagdo energia:nutrientes com intuito de
melhorar o desempenho animal.

A fonte calorica usada para ajustar a densidade energética da dieta € muito
importante. A suplementacao de lipideos a dieta de desmame e crescimento de leitdes
€ comumente empregada para aumentar a densidade energética (STAHLY, 1984),
podendo contribuir para a redugdo do impacto provocado pela reacao inflamatoéria no
animal, todavia, os resultados encontrados sdo contraditérios. A adicao de lipideos em
dietas de leitbes desmamados melhorou o ganho médio de peso e a eficiéncia
alimentar, principalmente a partir das primeiras duas semanas do periodo de creche
(CERA et al., 1990; HOWARD et al., 1990; LI et al., 1990; JONES et al., 1992).

A resposta inflamatéria associada ao desafio imunolégico aumentou a
temperatura corporal e a taxa metabdlica, sugerindo aumento na necessidade de
energia pelo animal e de &cidos graxos pelos tecidos (BARACOS et al., 1987,
JOHNSON, 1997).

Van Heugten et al. (1996), ao fornecerem dietas com alto ou baixo teor de
energia, via amido ou gordura, verificaram que o aumento da densidade energética da
dieta ndo alterou o desempenho dos leitdes desafiados com 200 pg kg™ de PV (peso
vivo) de LPS (lipopolissacarideo) de Escherichia coli 055:B5 aos 30 e 46 dias de idade

e deprimiu a resposta humoral (resposta mediada por anticorpos).

5. Beta-glucanos
A composicao da dieta influencia o funcionamento do sistema imune. Nesse
sentido, mudancas na composicdo da dieta sao tidas como ferramentas para melhorar

a funcdo imunolégica. Dessa maneira, 0s beta-glucanos presentes em diversos
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alimentos, como cereais e cogumelos, estdo frequentemente sob investigacdo por
esse proposito (VOLMAN et al., 2008).

A investigacdo sobre os beta-glucanos teve inicio durante as décadas de 60 e
70, sob duas vertentes em sua histéria: a linha euro-americana e a linha japonesa. As
pesquisas euro-americanas basearam-se no estudo dos efeitos imunomoduladores do
zymosan, mistura de polissacarideos isolados de Saccharomyces cerevisiae,
primeiramente preparado e estudado por Pillemer & Ecker (1941), devido ao potencial
estimulador da atividade de macrofagos e da liberacdo de citocinas pelos neutrofilos.
Apbs ensaios detalhados, descobriu-se que 0 componente do zymosan responsavel
por tais efeitos eram o0s beta-glucanos, os quais, posteriormente foram isolados,
purificados e tiveram seus efeitos imunoldgicos estudados. J4, a linha japonesa, em
razdo do tradicional consumo medicinal de cogumelos, estudou os efeitos biolégicos
dos mesmos, o0 que resultou na descoberta de que tais efeitos eram também causados
pelos beta-glucanos (VETVICKA, 2011).

Os beta-glucanos séo polissacarideos constituidos por mondémeros de glicose
ligados entre si por meio de liga¢Bes B-glicosidicas. S&o os principais componentes
estruturais da parede celular de leveduras, fungos e algumas bactérias. Os cereais,
como cevada e a aveia também contém beta-glucanos como parte das células da
parede celular de seu endosperma (VOLMAN et al., 2008).

Dependendo da fonte, existem claras diferencas na estrutura macromolecular
dos beta-glucanos. Os beta-glucanos de leveduras e fungos consistem de mondémeros
de glicose com ligacdes B-1,3 ligados a pequenos residuos ramificados constituidos
por ligacoes B-1,6 (VOLMAN et al., 2008).

Em contraste, os beta-glucanos das paredes celulares de cereais como a aveia
e a cevada sao formados por mondmeros de glicose de ligacbes B-1,4 ligados de
forma linear, mas alternados aos mondmeros de glicose constituidos por ligacdes [3-
1,3, enquanto que os beta-glucanos de origem bacteriana somente apresentam
ligacdes B-1,3 lineares entre seus monémeros (ESTRADA et al.,, 1997, BROWN &
GORDON, 2003; BROWN et al., 2003).

Além de diferencas no tipo de ligacdo e ramificacdes, os beta-glucanos podem
variar conforme sua massa molecular, solubilidade, viscosidade, estrutura terciaria
(tridimensional), grau de ramificacao, tipo de carga do polimero e tipo de conformacao,
0 que pode influenciar seus efeitos imunomoduladores (WILLIAMSON et al., 1992).

Brown & Gordon (2003), sugeriram que polimeros de beta-glucanos com alto

peso molecular provenientes de fungos ativaram diretamente os leucécitos, enquanto
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gue 0s mesmos beta-glucanos que apresentaram baixo peso molecular s6 modularam
a resposta das células, quando estas foram estimuladas por citocinas.

Com relacdo as caracteristicas dos beta-glucanos, deve-se salientar que o
método de isolamento pode influenciar sua caracteristica imunomoduladora.
Consequentemente, diferencas de respostas podem ser esperadas entre varios beta-
glucanos, diferenciadamente isolados da mesma fonte (BROWN & GORDON, 2003;
VOLMAN et al., 2008).

Estudos in vitro demonstraram que os beta-glucanos de leveduras e fungos sao
capazes de melhorar a responsividade e a funcdo das células imunoldgicas, pois
aumentam os mecanismos inespecificos de defesa nos animais. Os beta-glucanos
estimulam os 6rgéaos linféides primarios e secundarios, potencializam a atividade dos
macrofagos e ativam a funcdo antimicrobiana de células mononucleares (WILLIAMS,
1997; TZIANABOS, 2000; GUO et al., 2003; ZEKOVIC et al., 2005). Esta melhoria na
resposta imunoldgica € acompanhada pelo aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias (ADACHI et al., 1994; OLSON et al., 1996; YOUNG et al., 2001), do
respiratory burst e da produg¢éo de quimiocinas (WILLIAMS, 1997).

Com a adicdo in vitro de lipopolissacarideo (LPS), em presenca de beta-
glucanos de diferentes origens (levedura, fungos e cereais), foi verificado crescente
aumento nas concentracdes do fator de necrose tumoral (TNF-a) e das interleucinas
IL-8 e IL-10 (ENGSTAD et al., 2002; VOLMAN et al., 2008).

Ensaios clinicos demonstraram que os beta-glucanos nas posicfes de ligagdo
B-1,3 e B-1,6 originérios de leveduras sdo mais eficazes na ativagdo do sistema imune
e que os macrofagos apresentaram receptores especificos para as moléculas de beta-
glucanos, o0s quais também foram encontrados em neutréfilos e células NK
(VETVICKA et al., 1997; COUSO et al., 2001; JUUL-MADSEN et al., 2010).

A suplementacdo de beta-glucanos também modulou a resposta imune das
células das placas de Peyer e dos linfocitos intestinais intra-epiteliais. Os efeitos
protetores dessa suplementacdo com beta-glucanos foram decorrentes das interacfes
mediadas por receptores com as células M (células epiteliais especializadas no
transporte de macromoléculas para as placas de Peyer), que promoveram o aumento
da producdo de citocinas e melhoraram a resisténcia as infeccdes (SUZUKI et al.,
1990; TSUKADA et al., 2003).
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5.1 Ac¢les e efeitos em reagdes imunoldgicas

As células M do trato gastrointestinal e os macréfagos das placas de Peyer
ligam-se aos beta-glucanos sollveis ou aos seus particulados e, subsequentemente
os fagocitam, independentemente de seu tamanho. Apds a interiorizacdo do beta-
glucano, um processo lento de degradacdo ocorre, resultando na fragmentacdo em
particulas cada vez menores. Estes fragmentos sdo constantemente liberados e se
ligam aos macréfagos ou as células equipadas com receptores especificos que
circulam por todo o corpo e que liberam estes fragmentos nos diferentes Grgaos
(VETVICKA et al., 1997; NOVAK & VETVICKA, 2008).

Estudos conduzidos por pesquisadores da Universidade de Louisville (USA)
com beta-glucano marcado revelaram que, apods trés dias de administracdo oral,
fragmentos encontrados no interior de macréfagos esplénicos eram do mesmo
tamanho que o material original. E estes fragmentos encontravam-se de forma
concentrada e agregada em suas bordas citoplasméticas (VETVICKA et al., 1997).

Estudos que utilizaram linhas celulares selecionadas de macr6fagos mostraram
liberacdo lenta (por treze dias), mas frequente de fragmentos de beta-glucano
biologicamente ativo no meio citoplasmético dessas células apdés sua completa
fagocitose (VETVICKA et al., 1997; HONG et al., 2004).

Os efeitos dos beta-glucanos em reac¢des imunes estdo bem estabelecidos por
este ser estimulador da imunidade celular. Os dois receptores principais de beta-
glucanos sdo o CR; e a dectina-1. O receptor CR3 € um receptor de membrana celular
do sistema complemento, criado para o reconhecimento de polissacarideos e de
patdgenos, através de vias ndo mediadas por anticorpos (VETVICKA et al., 1997;
VETVICKA, 2011).

Quando um iCgz, (fragmento produto da clivagem proteolitica do complexo 3 do
sistema complemento) € reconhecido pelos receptores CR; das células fagociticas e
NK, ocorre a opsonizacdo dos beta-glucanos, resultando na ativacdo dos processos
de fagocitose e degranulacédo citotdxica, mecanismos esses importantes para a defesa
do organismo. A estimulacdo da degranulagéo citotéxica pelas células opsonizadas
por iCg, requer a presenca de polissacarideos especificos que sdo reconhecidos por
dominio de lectina contido dentro do CR3 e que mapeia uma regido distinta do seu sitio
de ligagdo com 0 iCg, (VETVICKA et al., 1997).

Esse modo de acdo representa uma forma de reconhecimento de padrbes
inatos de defesa que permitem a discriminacao entre certos microrganismos e células

do hospedeiro. A principal conclusdo baseia-se no fato dos polissacarideos sollveis
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dos beta-glucanos isolados de leveduras ou fungos poderem se ligar ao dominio de
lectinas contidos no CR; e preparar o receptor para degranulacdo citotoxica em
resposta aos tumores que eram normalmente resistentes a esta forma de
citotoxicidade celular (VETVICKA et al., 1997; ROSS et al., 1999; VETVICKA, 2011).

A dectina-1 é o receptor localizado na superficie de macréfagos e tem
envolvimento especial na deteccdo e fagocitose de fungos. Em certos casos,
associam-se a TLR-2 (receptor de reconhecimento padrdo), uma proteina
transmembrana que promove a ligagdo a um PAMP fungico (padrdo molecular
associado ao patdgeno), ocasionando a morte de células invasoras e induzindo a
producdo de citocinas e quimiocinas. Essas respostas celulares sdo mediadas pela
dectina-1 por transducao de sinal dos imunorreceptores do tipo ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif) presentes em sua cauda citoplasmatica (VETVICKA et
al., 1997; BROWN et al., 2002; VETVICKA, 2011).

Os beta-glucanos também desencadeiam processos intracelulares,
caracterizados pela explosdo respiratoria (respiratory burst) apdés a fagocitose de
células invasoras que resultam na formacdo de espécies reativas de oxigénio e
radicais livres (H,O,, radical superéxido, NO, HCIO) e no aumento do conteudo e
atividade de enzimas hidroliticas e processos de sinalizacdo que conduzem & ativagédo
de outros fagdécitos e secrecao de citocinas capazes de iniciar reagdes inflamatorias
(como as interleucinas IL-1, IL-9 e TNF-a). Os efeitos mais acentuados consistem no
aumento da atividade fagocitica de granulécitos, mondcitos, macrofagos e células
dendriticas (VETVICKA et al., 1997; VETVICKA, 2011).

6. Objetivos

Considerando o exposto, o0 presente trabalho avaliou os efeitos da adi¢cdo de
beta-glucanos, originarios da levedura Saccharomyces cerevisiae, em dietas de
diferentes densidades nutricionais fornecidas a leitdbes desmamados, desafiados com
lipopolissacarideo de Escherichia coli.

As variaveis aferidas foram o desempenho, pardmetros bioquimicos, de
resposta imunoldgica, peso de 6rgdos e morfomeétricos intestinais.

Assim, os trabalhos contidos respectivamente, nos capitulos 2 e 3 apresentam-
se de acordo com as normas da revista Developmental & Comparative Immunology

— Elsevier.
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Efeito de beta-glucanos e da densidade nutricional da dieta sobre o
desempenho, peso de 6rgdos e morfometria intestinal de leitdes

imunologicamente desafiados

RESUMO

A nutricdo exerce influéncia na modulagdo do sistema imune e na melhoria da
resisténcia dos animais a infeccao, visto que os nutrientes sdo necessarios para a
multiplicacdo celular durante a resposta imune e sintese de moléculas relacionadas a
comunicacao celular. Dois experimentos foram conduzidos com leitdes desmamados
aos 21 dias de idade e submetidos ao desafio com 150 pg kg PV de
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli sorotipo 055:B5. Objetivou-se avaliar
efeitos da adicdo de beta-glucanos originarios da levedura Saccharomyces cerevisiae
(0 e 300 ppm) em dietas com densidade nutricional baixa e elevada (3300 e 3450 kcal
de EM kg™) sobre o desempenho (Experimento 1) e morfometria intestinal (altura de
vilosidades: AV, profundidade de criptas: PC, relacdo AV:PC e area das placas de
Peyer: PP) e peso de 6rgaos (figado, timo e baco) dos leitdes (Experimento I). No
experimento | foram utilizados 96 leitbes em delineamento de blocos ao acaso (oito
repeticdes), em esquema fatorial 2 x 2 (2 niveis de beta-glucanos x 2 densidades
nutricionais), enquanto no segundo experimento, 40 leitdes foram distribuidos em
delineamento de blocos ao acaso (cinco repeticbes) com arranjo fatorial dos
tratamentos 2 x 2 x 2 (2 niveis de beta-glucanos x 2 densidades nutricionais x 2
épocas de abate: uma semana antes da primeira inoculacdo com LPS e uma semana
apos a segunda inoculacdo com LPS). Nos experimentos foram realizadas analises
estatisticas dos dados utilizando o procedimento GLM (Experimento |) e analise
multivariada (Experimento Il) do SAS, sendo as médias comparadas pelo teste de
Bonferroni P(<0,05). A dieta de baixa densidade nutricional sem beta-glucanos
proporcionou maior (P<0,05) AV e AV:PC do duodeno e jejuno. Ndo foram observados
efeitos (P>0,05) dos beta-glucanos e da densidade nutricional da dieta no
desempenho, PC do jejuno e na area das PP do ileo. A adicdo de beta-glucanos e o
uso de dietas de alta densidade nutricional ndo se justificaram para leitbes
desmamados dos 21 aos 59 dias de idade, pois no presente estudo ndo foram
encontrados efeitos dos tratamentos sobre o desempenho e substanciais efeitos no

peso de 6rgados e nas caracteristicas morfométricas intestinais.

Palavras-chave: aditivos, imunomodulacao, histologia
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Effect of beta-glucans and dietary nutrient density on growth performance,
relative organs weight and intestinal morphometry o f weanling pigs

immunologically challenged

ABSTRACT

Nutrition influences the modulation of the immune system and improves the resistance
to infection, because the nutrients are required for cell proliferation during the immune
response. Two experiments were conducted with piglets weaned at 21 days old and
immunologically challenged with 150 ug kg™ BW lipopolysaccharide of Escherichia coli
serotype 055:B5 to evaluate the effects of two levels of beta-glucans (0O and 300 ppm)
of yeast Saccharomyces cerevisiae and two levels of nutrient density (3300 and 3450
kcal ME kg™) on growth performance (Experiment 1) and intestinal morphometry (villus
height: VH, cript depth: CD, VH:CD, Peyer’'s patches area: PP) and organs weight
(liver, spleen and thymus) of weanling pigs (Experiment II). In Experiment I, 96
weanling pigs were randomly assigned in a complete block design in a 2 x 2 factorial
arrangement (2 levels of beta-glucans: 0 and 300 ppm, and 2 levels of nutrient density:
3300 and 3450 kcal ME kg™) with 8 replications per treatment and 3 pigs per pen. In
Experiment 11, 40 weanling pigs were randomly assigned in a complete block design in
a 2 x 2 x 2 factorial arrangement with the same levels of beta-glucans and nutrient
density of experiment | at two slaughter moments with 5 replications per treatment and
one pig per pen. Data were analyzed in accordance with GLM procedure (Experiment )
and multivariate procedure (Experiment 1) by SAS, and the treatment means were
compared by Bonferroni test (P<0.05) in both experiments. The low nutrient density
diet without beta-glucans had higher (P<0.05) VH and VH:CD in duodenum and
jejunum. No differences concerning levels of beta-glucans and nutrient density were
observed (P>0.05) on growth performance, and CD in jejunum neither in PP ileal area.
The addition of beta-glucans and high nutrient density diets are not viable for pigs from
21 to 59 days of age, once no effects were observed on growth performance neither on

intestinal morphometry.

Keywords: additives, immunomodulation, stereology
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1. Introducéo

Ao desmame, os leitbes sdo submetidos a diversos agentes estressores, como
separacdo da porca, mudancas em sua alimentacdo e de ambiente, que contribuem
para reducdo do crescimento. Associado a esses fatores, somam-se as marcantes
alteracBes histoldgicas e bioquimicas no intestino, destacando-se a atrofia das
vilosidades e hiperplasia das criptas, 0 que acarreta diminuicdo da capacidade
digestiva e absortiva do animal, contribuindo também para maior incidéncia de
diarréias nessa fase de criacdo (Pluske et al., 1997).

Diversas estratégias nutricionais foram testadas na década passada com
intuito de otimizar a transicdo associada ao desmame, minimizando a incidéncia de
enterites, uma vez que a composicdo da dieta estd intimamente relacionada as
alteracdes na morfologia e secrecao enzimatica intestinais no pés-desmame (Pluske et
al., 1997; Lalles et al., 2007). Desse modo, a integridade do epitélio intestinal torna-se
de fundamental importdncia ndo somente para o desenvolvimento da capacidade
digestéria dos leitbes, mas também por sua influéncia no sistema imune, atuando
como barreira fisica a entrada de patégenos, bem como de componentes antigénicos
de origem alimentar, favorecendo melhor desempenho e salde dos leitdes (Miguel,
2008).

Alternativas de ingredientes como os aditivos tém sido sugeridas nas dietas de
suinos, visando superar esses problemas associados ao pds-desmame. Dentre eles,
destacam-se o0s beta-glucanos, que tém acdo na modulacdo do sistema imune
melhorando a responsividade celular do sistema inespecifico de defesa, além de
estimular os 6érgéos linféides primarios e secundarios, potencializando a atividade dos
macrofagos (Guo et al.,, 2003; Zekovic et al., 2005), contribuindo assim, para o
fortalecimento do sistema imune em uma situacdo de maior desafio sanitario (Young et
al., 2001).

A nutricdo exerce influéncia na modulacdo do sistema imune e na melhoria da
resisténcia dos animais a infeccao, ja que nutrientes sdo necessarios para a sintese e
regulacdo celular durante a resposta imune. Assim, o desafio sanitario aumenta a
demanda por certos nutrientes que, ao invés de serem direcionados para o
crescimento dos leitdes séo redirecionados para auxiliar a resposta do sistema imune
do animal contra os agentes patogénicos (Le Dividich e Seve, 2000; Johnson et al.,
2001; Volman et al., 2008).

Considerando o exposto, o0 presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos

de niveis de beta-glucanos de Saccharomyces cerevisiae e de densidade nutricional
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das dietas fornecidas a leitbes desmamados desafiados com lipopolissacarideo (LPS)

de Escherichia coli sobre o desempenho, pesos de 6rgdos e morfometria intestinal.

2. Material e Métodos

Dois experimentos foram conduzidos no Setor de Suinocultura da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia/lUNESP, campus de Botucatu. O primeiro para
estudo de desempenho e 0 segundo, para avaliacdo do peso do figado, baco e timo e
para avaliacdo morfométrica dos segmentos do intestino delgado e das placas de
Peyer da submucosa intestinal de leitbes desmamados. Todos os procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMVZ/UNESP/Botucatu, protocolo nimero 36/2011.

2.1 Experimento |
2.1.1 Animais e alojamento

O experimento foi conduzido com 96 leitbes (48 machos e 48 fémeas)
mesticos de genética comercial, desmamados aos 21 dias de idade e com peso médio
de 6,40 £ 0,32 kg, os quais foram alojados em um galpéo de creche de alvenaria com
pé direito de 3,5 m e com cortinas laterais, em baias metalicas suspensas, com area
de 1,70 m? equipadas com comedouro, bebedouro tipo chupeta e campanula com
resisténcia elétrica, sendo a parte anterior do piso, sob o comedouro e a campanula,
de concreto compacto e a parte posterior, composta por piso plastico. Sob as baias foi
mantida lamina d'dgua, que era substituida uma ou duas vezes por semana,

dependendo do volume de dejetos produzidos.

2.1.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em esquema
fatorial 2 x 2 (dietas com dois niveis de beta-glucanos provenientes da parede celular
da levedura Saccharomyces cerevisiae: ausente e 300 ppm e, duas densidades
nutricionais baixa: 3300 kcal de EM kg™ e elevada: 3450 kcal de EM kg™), com oito

repeticdes por tratamento e trés leitdes por unidade experimental.

2.1.3 Arragcoamento e composicao das dietas
Durante o periodo experimental, os animais receberam trés tipos de dietas a
vontade, de acordo com o sistema de arragoamento por fases, dieta pré-inicial | nos

primeiros 16 dias, dieta pré-inicial 1l dos 17 aos 28 dias e, inicial dos 29 aos 38 dias
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pés-desmame (Tabelas 1 e 2). As dietas com densidade nutricional baixa (B) e
elevada (A) foram formuladas para apresentarem 3300 e 3450 kcal de EM kg*,
respectivamente, e mesmas relagdes energia metabolizvel:nutrientes recomendadas
por Rostagno et al. (2011).

A fonte de beta-glucanos utilizada apresentava em sua composi¢cdo 60% de
beta-glucanos purificados com ramificacdes B-1,3-p-1,6 e foi adicionada as dietas em

substituicdo a igual quantidade de material inerte (caulim).

Tabela 1. Composicao percentual das dietas pré-iniciais |, pré-iniciais Il e iniciais com

densidade nutricional baixa (B) ou elevada (A).

ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
B A B A B A

Milho 50,877 48,170 57,409 52,485 65,925 62,180
Farelo de soja 20,00 20,00 24,00 24,00 26,00 26,00
Sangue, hemacias 1,50 1,50 1,50 1,50 - -
Acucar 2,50 2,50 2,00 4,00 2,75 3,80
Leite em pé desnatado 6,00 6,00 3,00 3,00 - -
Soro de leite 8,00 8,00 7,00 7,00 - -
Maltodextrina 4,40 4,40 - - - -
Oleo de soja 0,70 3,20 1,30 4,00 1,50 4,00
Farelo de glaten de milho (60%) 1,80 1,80 - - - -
Caulim 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Calcario 0,74 0,75 0,83 0,84 0,82 0,82
Fosfato bicélcico 1,30 1,30 1,22 1,22 1,40 1,42
Cloreto de sodio 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
L-Lisina.HCI (78%) 0,56 0,65 0,41 0,50 0,50 0,58
DL-Metionina (99%) 0,25 0,30 0,20 0,25 0,16 0,20
L-Treonina (98%) 0,23 0,28 0,16 0,22 0,17 0,22
L-Triptofano (98%) 0,053 0,062 0,027 0,035 0,026 0,036
Oxido de zinco (73%) 0,34 0,34 0,20 0,20 - -
BHT * 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Edulcorante * 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Cloreto de colina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix mineral ° 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico * 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

Total 100 100 100 100 100 100

* Butil-hidroxi-tolueno; “ Sucran® (sacarina sédica); > Premix mineral fornecendo por kg de rag&o: 100 mg Fe, 10 mg Cu, 30 mg de Se,
40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg Co, 1,5 mg |[; 4 Premix vitaminico fornecendo por kg de racdo: 9000 Ul vit. A, 2250 Ul vit. D3, 22,5 mg vit.
E, 22,5 mg vit. K3, 2,03 mg vit. By, 6 mg vit. B,, 3 mg vit. Bg, 30 pug vit. Bi,, 0,9 mg é&cido folico, 14,03 mg &cido pantoténico, 30 mg
niacina, 0,12 mg biotina, 400 mg de colina
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Tabela 2. Valores nutricionais calculados das dietas pré-iniciais |, pré-iniciais Il e

iniciais com densidade nutricional baixa (B) ou elevada (A).

tens Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
B A B A B A

EM (kcal kg™) 3300 3450 3300 3450 3300 3450
PB (%) 19,00 19,00 19,00 19,00 18,00 18,00
Lisina dig. (%) 1,41 1,47 1,30 1,36 1,17 1,22
Metionina dig. (%) 0,54 0,58 0,47 0,51 0,40 0,43
Treonina dig. (%) 0,89 0,92 0,82 0,86 0,74 0,77
Triptofano dig. (%) 0,25 0,26 0,23 0,24 0,21 0,21
Metionina + cisteina dig. (%) 0,79 0,83 0,73 0,76 0,65 0,68
Ca (%) 0,83 0,83 0,81 0,81 0,77 0,77
P dig. (%) 0,44 0,44 0,40 0,40 0,38 0,38
Lactose equivalente 10,00 10,00 5,00 5,00 0,00 0,00

2.1.4 Inoculagao de LPS

Os leitdes receberam injecdo intramuscular de 150 pg kg* de peso vivo de
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de Escherichia coli, sorotipo 055:B5
(SIGMA ALDRICH L2880, St. Louis, MO), dissolvidos em 1 mL de solucéo salina no
14°e no 28°dias do periodo experimental (35 e 49 dias de idade média dos leitdes).
Neste procedimento foram utilizadas agulhas hipodérmicas de 0,55 x 20 mm (24 G x
¥") acopladas as seringas de 5 mL. A dose de LPS foi baseada em estudos
preliminares (Johnson e Borell, 1994; Van Heugten et al., 1994; Webel et al., 1997,
Rakhshandeh e Lange, 2012).

2.1.5 Avaliacdo do desempenho

O consumo médio diario de racao (CDR), ganho médio diério de peso (GDP) e
a conversao alimentar (CA) dos leitdes foram avaliados nos periodos de 0 a 16, 0 a 28
e de 0 a 38 dias do periodo experimental, com base nas pesagens dos leitbes no
inicio, aos 16, 28 e 38 dias do experimento, bem como da quantidade de racao

fornecida e das sobras em cada periodo.

2.1.6 Registro térmico no galpao de creche
As médias das temperaturas minima e maxima diarias, referentes aos 38 dias

de duracédo do experimento sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Registro das temperaturas maxima e minima durante o experimento.

Fase experimental (dias) Idade leitbes (dias) tmin ima(CT) tméaxima (T)

Pre- inicial I: 0 — 16 21 -37 21,08 £1,793 25,35 + 1,968
Pre-inicial 11: 17 — 28 38 -49 19,54 +£2,103 24,93 + 3,131
Inicial: 29 — 38 50 - 59 21,13 +2,758 29,68 2,726

Além do monitoramento da temperatura diéria, a observagdo do comportamento
dos animais foi importante para orientar o manejo das cortinas e a altura das
campanulas visando, independente da temperatura ambiente, manter o conforto
térmico dos mesmos. O manejo das cortinas também foi fundamental para permitir a
renovacao de ar da sala, impedindo a incidéncia direta de correntes de ar frio sobre os
leitBes (Silva, 1999; Kummer et al., 2009).

2.1.7 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), utilizando o
procedimento PROC GLM (General Linear Model) do SAS (1999), sendo as médias

comparadas pelo teste F (P<0,05).

2.2 Experimento |l
2.2.1 Alojamento, animais e arragcoamento

O experimento foi conduzido com 40 leitdes (20 machos e 20 fémeas) mesticos
de genética comercial, desmamados aos 21 dias de idade, com peso médio de 6,58 *
0,29 kg, os quais foram alojados nas mesmas instalagdes experimentais e submetidos

as mesmas praticas de manejo e arragcoamento do Experimento |I.

2.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x
2 x 2 (dois niveis de beta-glucanos provenientes da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae nas dietas: ausente e 300 ppm; duas densidades
nutricionais das racées: baixa, com 3300 kcal de EM kg™ e elevada, com 3450 kcal de
EM kg™ e, duas épocas de abate: uma semana antes da primeira inoculagédo com LPS
e uma semana apos a segunda inoculagcdo com LPS), cinco repeti¢cdes por tratamento
e um leitdo por unidade experimental, seguindo o mesmo protocolo experimental

utlizado no experimento | (inoculagéo de LPS).
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O produto comercial utilizado apresentava em sua composicdo 60% de beta-
glucanos purificados com ramificagbes B-1,3-B-1,6 e foi adicionado as dietas em

substituicdo a igual quantidade de material inerte (caulim).

2.2.3 Coleta e preparo das amostras

Apos insensibilizacdo elétrica, cinco leitdes de cada tratamento foram abatidos
para avaliacGes morfométricas da mucosa intestinal (por¢cdes distal do duodeno,
anterior do jejuno e posterior do ileo) e pesagem do figado, baco e timo. O peso vazio
dos leitbes foi calculado considerando o peso antes do abate e o0 peso da digesta
presente no estdbmago e intestinos.

Porcdes de aproximadamente trés centimetros do duodeno, jejuno e ileo foram
coletadas, presas com auxilio de tachas de aco inoxidavel nimero 12, em quadrado
de isopor estéril e, subsequentemente lavadas com solugdo salina a 0,9%. Em
seguida, esse material foi armazenado em copos coletores de plastico de 50 mL,
fixados em 40 mL de solugéo de formol tamponado a 10% e, enviado apds 48 h de
imersdo nessa solugdo, para processamento e confecgdo das laminas no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Para a confecgdo das laminas, as amostras foram recortadas em fragmentos
de um centimetro, armazenadas em cassetes histoldgicos e transferidas para suportes
para sucessivas lavagens de desidratacdo em solu¢des alcoodlicas de concentragcdo
crescente de 70% até alcool absoluto. Em seguida, as amostras foram diafanizadas
em xilol e transferidas para moldes para a fabricacdo dos blocos de parafina. Apds o
endurecimento dos mesmos, sec¢cfes de 5 ym de espessura de cada segmento
coletado foram feitas utilizando micrétomo semi-automatico rotativo Leica RM 2145, de
modo que, entre um corte e 0 subsequente utilizado, cerca de doze cortes fossem
desprezados. Imediatamente apds o corte, as seccdes de parafina foram imersas em
agua morna para a retirada dos vincos e, posteriormente, transferidas para as laminas
de vidro para coloracdo com hematoxilina e eosina (HE).

Nas laminas contendo as por¢des do duodeno e do jejuno foram realizadas 30
leituras da altura das vilosidades (AV) e profundidade das criptas (PC), utilizando o
microscopio Leica DM 750 equipado com camera ICC 50 para a captura e registro das
imagens dos segmentos das vilosidades e o programa de analise de imagens - Leica
Application Suite Interactive Measurement versdo 3.5 para as medidas acima
descritas. Em seguida, a partir dos resultados de AV e PC, a relacdo AV:PC foi

determinada.
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A ocorréncia e aspecto das placas de Peyer foram avaliados nos cortes
histolégicos da submucosa do ileo corados com hematoxilina e eosina, segundo
Behmer et al. (1976), adotando o0 mesmo procedimento anteriormente descrito para a
confeccdo das laminas e utilizando o mesmo microscépio para captura e registro das
imagens das nodulagbes e 0 mesmo programa de analise de imagens para as

medidas de area das mesmas.

2.2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia multivariada (MANOVA)
para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes utilizando o
procedimento Profile Analysis (Multivariate - SAS/IML) do SAS (1999),

complementado com o teste de comparacdes multiplas de Bonferroni (P<0,05).

3. Resultados e Discussao
3.1 Desempenho

As médias das variaveis de desempenho: consumo diario de racdo (CDR),
ganho diério de peso (GDP) e conversao alimentar (CA) nos periodos de 0 a 16, 0 a
28 e de 0 a 38 dias do periodo experimental sdo apresentados na Tabela 4.

Nao foram detectadas interagcfes entre os niveis de beta-glucanos e densidade
da dieta e ndo houve diferencas (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis
analisadas durante os periodos avaliados, indicando que a adi¢do de beta-glucanos e
0 uso de dietas de maior densidade nutricional ndo se justificaram para o periodo de
38 dias de avaliacdo de desempenho considerado.

Esses resultados corroboram aqueles verificados por Hwang et al. (2008) apoés
28 dias de avaliacdo de desempenho de leitbes que receberam 400 ppm de beta-
glucanos de Paenibacillus polymyxa na dieta e por Ledur et al. (2012) ap6s 14 dias de
avaliacdo de leitbes submetidos a desafio com LPS de Escherichia coli, que
receberam nivel de 280 g ton™ de beta-glucanos na dieta.

Os resultados se assemelham também aos constatados por Dritz et al. (1995),
guando trabalharam com leitbes no periodo de sete a 35 dias pos-desmame,
oferecendo dois niveis (0 e 1%) de 1,3-beta-glucanos de Saccharomyces cerevisiae
na dieta, por Mao et al. (2005) utlizando 1,3-1,6-beta-glucanos da erva chinesa
Astragalus membranaceus e por Hahn et al. (2006), ao testar por 35 dias, quatro
niveis de beta-glucanos de Saccharomyces cerevisiae (0; 0,01%; 0,02%; 0,03% e
0,04%).
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Tabela 4. Efeito dos niveis de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas

sobre o desempenho de leitdes.

Periodo (dias) *

Variavel Dietas® 0al6 0a?28 0a38

A0 379 £ 61 579 + 61 640 + 58

CDR?® AB 367 + 46 574 + 36 644 + 53
(9) BO 365 + 54 564 + 66 633 £ 70
BB 387 £ 60 594 + 53 663 + 66

A0 271 + 43 391 + 37 398 + 34

GDP AB 261 + 38 396 + 32 410 + 36
(9) BO 260 * 49 381 +50 390 + 47
BB 279 + 45 402 +51 411 + 62

A0 1,40 £ 79 1,46 72 1,59 + 67

AB 1,41+ 92 1,44 + 85 1,57 + 83

A BO 1,42 + 98 1,47 + 66 1,61 58
BB 1,39 + 60 1,46 = 80 1,61+ 125

* AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e BB: baixa
densidade nutricional com B-glucanos
2 Média + desvio padr&o (n=8); * médias comparadas pelo teste F (P<0,05)

Entretanto, Li et al. (2006) encontraram aumento de 12,7% no ganho de peso
dos leitdes suplementados com 50 ppm de beta-glucano e Eicher et al. (2006)
suplementando 2,5% de 1,3-1,6-beta-glucanos extraidos de Saccharomyces
cerevisiae na dieta de leitbes dos 21 aos 49 dias observaram maior ganho de peso no
grupo que recebeu beta-glucanos, enquanto Mendes et al. (2010), trabalhando com
leitbes dos 21 aos 60 dias de idade, observaram maior ganho de peso dos leitdes
suplementados com 240 g ton™ de beta-glucanos na dieta em relacdo ao grupo
controle.

A variacdo de resultados, encontrados no presente estudo em relacdo as
outras pesquisas, quanto ao desempenho de leitdes desmamados recebendo dietas
com beta-glucanos pode ser atribuida as diferencas quanto & dosagem usada nos
experimentos, duracdo do periodo experimental e, principalmente, em relacdo as
fontes dos beta-glucanos utilizados.

Os Dbeta-glucanos podem apresentar diferencas no tipo de ligacdo e

ramificacbes e ainda, variar com relacdo a sua massa molecular, solubilidade,
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viscosidade, estrutura terciaria (tridimensional), grau de ramificacdo, tipo de carga do
polimero e conformagédo, que influenciam seus efeitos imunomoduladores (Williamson
et al.,, 1992). Além disso, o proprio método de extracdo pode determinar diferentes
respostas entre os varios beta-glucanos diferenciadamente isolados da mesma fonte
(Brown e Gordon, 2003; Volman et al., 2008).

3.2 Pesagem de 6rgéos e morfometria intestinal

Os dados dos pesos absolutos (g) e relativos (% em relagdo ao peso corporal
vazio) do figado, baco e timo dos leitdes sdo apresentados na Tabela 5 e, os dados
morfométricos intestinais (AV: altura de vilosidades, PC: profundidade de criptas,
relacdo AV:PC do duodeno e jejuno e area das placas de Peyer: PP do ileo) séo
apresentados na Tabela 6.

Verificou-se maior peso absoluto do figado, baco e timo dos leitdes abatidos
aos 56 dias em comparacdo com os abatidos aos 28 dias. Esse comportamento €
decorrente do crescimento dos animais, uma vez que o peso é varidvel em funcao das
fases de crescimento e maturidade fisiol6gica do animal.

Além disso, constatou-se que na presenca de beta-glucanos, os leitbes
abatidos aos 56 dias que consumiram a dieta de alta densidade nutricional
apresentaram maior peso absoluto do figado (P<0,05) em comparacdo com os leitdes
gue consumiram dieta de baixa densidade nutricional. Nos demais 6rgaos, baco e
timo, diferencas (P>0,05) ndo foram encontradas em seu peso absoluto em fungéo
das densidades nutricionais da dieta e nivel de beta-glucano.

Nao foram encontradas diferencas (P>0,05) no peso relativo do figado e bago
em funcao da idade de abate, com excec¢do do maior peso relativo do baco dos leitdes
abatidos aos 56 dias que consumiram dieta de baixa densidade nutricional com beta-
glucanos em comparacao com os abatidos aos 28 dias. Esse resultado pode ter sido
decorrente do estimulo gerado pela inoculagdo de LPS, uma semana antes do
segundo abate (56 dias), que induziu a migracdo de linfocitos (do tipo B; e B,) do
tecido conjuntivo (cavidade peritoneal) para o baco, dando inicio a sua proliferacédo e
subsequente diferenciacdo em plasmécitos, uma vez que estes estdo envolvidos no
processamento dos fragmentos de LPS (antigenos circulantes) e na desintoxicacao
celular (Noal, 2009; Yang et al., 2007).
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Tabela 5. Pesos absolutos e relativos de 6rgaos de leitdes em funcéo da época de

abate, densidade nutricional e nivel de beta-glucanos das dietas.

Epocas de Abate (dias) °

Peso dos Orgéos Dietas*
28 56
A0 415,2 + 89 aAa 687,0 + 120 aAB
Absoluto do figado AB 417,0 £ 80 aAa 726,6 £ 54 aBf
@ BO 371,0 £53 aAa 639,2 + 57 aAB
BB 367,0 £40 aAa 645,0 + 47 aAB
A0 30,0 £ 14 aAa 53,2 +5 aAB
Absoluto do baco AB 25,07 aAa 54,4 +12 aAB
@ BO 28,0 £ 3 aAa 56,0 + 7 aAB
BB 22,05 aAa 60,0 + 16 aAB
A0 18,0 £ 3 aAa 92,87 aApB
Absoluto do fimo AB 17,0 +5 aAa 95,6 + 3 aAB
@ BO 18,0 £ 5 aAa 87,0 £ 10 aAB
BB 19,0 + 7 aAa 90,8 + 5 aAB
A0 4,28 +0,41 aBa 4,03 £ 0,45 aAa
Relativo do figado AB 4,34 +0,58 aAd 4,13 +0,41 aAd
) BO 3,71 £ 0,27 aAa 4,01 +0,22 aAa
BB 4,20 +0,43 aAa 3,97 £ 0,23 aAa
AO 0,30 £ 0,07 aAa 0,32 £ 0,05 aAa
Relativo do baco AB 0,26 £ 0,06 aAd 0,31 0,07 aAd
(%) BO 0,28 + 0,03 aAa 0,35+ 0,04 aAa
BB 0,25 £ 0,05 aAa 0,37 £0,08 aApB
AO 0,19 + 0,06 aAa 0,55 + 0,04 aAB
Relativo do timo AB 0,18 £ 0,04 aAa 0,54 £ 0,02 aApB
(%) BO 0,19 £ 0,07 aAa 0,55 £ 0,008 aApB
BB 0,22 £ 0,07 aAa 0,56 £ 0,04 aApB

* AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e B: baixa
densidade nutricional com B-glucanos; letras mindsculas (A0 x AB; BO x Bp); letras mailsculas (A0 x BO; AB x B) e letras gregas (28 x 56 dias)

2 Média + desvio padréo (n=5); teste de Bonferroni (P<0,05)
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Tabela 6. Avaliagbes morfométricas do duodeno, jejuno e ileo de leitdes em funcao da

época de abate, densidade nutricional e nivel de beta-glucanos das dietas.

Epocas de Abate (dias) °

Variaveis Dietas *
28 56
A0 413,77 £ 86,51 aAa 397,09 + 34,12 aAa
AB 448,91 + 65,54 aAB 353,81 + 42,48 aAa
AV Duodeno ( pm)
BO 489,75 + 66,78 bBf 391,26 + 13,08 aAa
BB 402,51 + 43,43 aAa 370,48 + 13,17 aAa
A0 133,14 + 11,83 aBa 126,18 + 4,09 aAa
AB 125,54 + 2,90 aAa 132,80 + 8,79 aAa
PC Duodeno ( pm)
BO 118,12 + 8,32 aAa 126,97 + 3,13 aAa
BB 121,37 + 8,35 aAa 134,30 + 6,22 aAB
A0 3,09 £ 0,43 aAa 3,14 + 0,27 aAa
AB 3,58 £ 0,56 aAa 2,68 = 0,44 aAa
AV:PC Duodeno
BO 4,14 + 0,45 bBa 3,08 + 0,13 aAa
BB 3,32 +0,36 aAa 2,77 £ 0,19 aAa
A0 312,66 + 7,44 aAa 317,52 + 14,88 aAa
) AB 318,61 £ 12,41 aAa 313,81+ 17,19 aAa
AV Jejuno ( pm)
BO 335,64 + 28,95 bBa 320,97 £ 13,42 aAa
BB 316,40 + 5,11 aAa 311,77 £9,36 aAa
A0 122,33 + 7,43 aAa 127,13 + 10,91 aAa
] AB 126,29 + 8,75 aAa 124,69 + 5,75 aAa
PC Jejuno ( pm)
BO 119,91 + 4,69 aAa 121,65 + 3,85 aAa
BB 120,76 + 3,20 aAa 128,60 + 15,63 aAa
A0 2,57 +0,19 aAa 2,52 +0,28 aAa
) AB 2,53 +0,14 aAa 2,52 +0,19 aAa
AV:PC Jejuno
BO 2,81 +0,35 aBa 2,64 +0,11 aAa
BB 2,62 £ 0,10 aAa 2,45 + 0,24 aAa
A0 384,96 + 66,55 aAa 382,58 + 74,04 aAa
PP ileo (mm?) AB 389,79 + 35,40 aAa 401,82 £51,56 aAa
BO 416,01 £ 67,91 aAa 387,26 + 69,89 aAa
BB 370,07 £ 39,84 aAa 356,05 + 50,61 aAa

* AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos; Bp: baixa
densidade nutricional com B-glucanos; letras mindsculas (A0 x AB; BO x Bp); letras mailsculas (A0 x BO; AB x B) e letras gregas (28 x 56 dias)

2 Média + desvio padréo (n=5); teste de Bonferroni (P<0,05)

Em contrapartida verificou-se diferencas (P<0,05) no peso relativo do timo que
foi maior no abate aos 56 dias, independente da dieta, reflexo do aumento de seu

peso absoluto em fungéo do crescimento do leitdo. O aumento do peso desse 6rgéo
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linféide ocorre até a fase etéria correspondente a puberdade, a partir da qual inicia sua
regressao (Lima et al., 2009).

Além disso, observou-se maior (P<0,05) peso relativo do figado, na auséncia
de beta-glucano, nos leitdes abatidos aos 28 dias que consumiram dieta de alta
densidade nutricional em comparacdo com 0s que consumiram dieta de baixa
densidade nutricional.

Na avaliacdo das alteracdes estruturais do intestino delgado de leitdes néo
foram observadas diferencas (P>0,05) em funcdo da época de abate (28 x 56 dias)
para altura de vilosidades (AV) e profundidade de criptas (PC) do jejuno e relacao
AV:PC do duodeno e jejuno, bem como para &rea das placas de Peyer do ileo.

Ainda verificou-se que a altura de vilosidades dos leitdes abatidos aos 56 dias
gue consumiram as dietas de alta densidade com beta-glucano ou as dietas de baixa
densidade sem beta-glucanos foram menores que os leitbes abatidos aos 28 dias.
Esse resultado esta relacionado ao fato de que o tamanho médio das vilosidades
tende a diminuir com a idade dos leitdes em detrimento das alterac6es morfologicas
intestinais transitérias nas primeiras semanas poOs-desmame, que podem ser
agravadas e/ou prolongadas em quadros inflamatérios causados por LPS (Pluske et
al.,1996; Tucci et al., 2004; Mani et al., 2012).

Os valores da profundidade das criptas do duodeno dos leitdes que
consumiram dieta de baixa densidade nutricional contendo beta-glucanos foram
superiores (P<0,05) aos 56 dias quando comparados aos 28 dias. Considerando que a
atividade mitética das células das criptas € responsavel pela renovacdo das células
das vilosidades intestinais (Vega-Lopez e Stokes, 1994), o seu aumento demonstra a
capacidade de regeneracdo da mucosa intestinal dos leitdes apos o desmame, com 0
consequente aumento da necessidade de producdo celular nas criptas, o que pode ter
contribuido para o aumento em sua profundidade média (Miller et al., 1986; Cera et al.,
1988).

Além disso, observou-se que a altura das vilosidades do duodeno e jejuno dos
leitBes abatidos aos 28 dias que consumiram dieta de baixa densidade nutricional sem
beta-glucanos foi maior (P<0,05) em comparacdo com 0s que consumiram dieta de
baixa densidade nutricional com beta-glucanos.

Em contrapartida, na auséncia de beta-glucanos, os leitdes abatidos aos 28 dias
que consumiram dieta de baixa densidade nutricional apresentaram maior (P<0,05)
altura de vilosidades do duodeno e jejuno em comparagdo com 0S que consumiram a

dieta de alta densidade nutricional. Esses resultados sugerem que a dieta de baixa
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densidade nutricional sem beta-glucanos garantiu melhor capacidade absortiva em
razdo da melhor integridade do epitélio intestinal, corroborando os estudos de Marion
et al. (2002) e Pereira (2010).

Quanto a profundidade de criptas do duodeno observou-se que, na auséncia
de beta-glucanos, esta foi maior (P<0,05) nos leitdes abatidos aos 28 dias que
consumiram a dieta de alta densidade nutricional em comparagcdo com 0s que
consumiram a dieta de baixa densidade nutricional. Esse resultado é decorrente da
maior atividade mitética das criptas, devido a reducéo da altura das vilosidades em
decorréncia do aumento na taxa de descamacdo epitelial, pois as criptas asseguram o
turnover celular e garantem a reposi¢cdo das células perdidas da regido apical das
vilosidades (Hampson, 1986; Abreu, 1994; Pereira, 2010; Tibbets, 2002 e Aradujo et al.,
2006).

Com relacdo a profundidade de cripta do jejuno, ndo foram observadas
diferencas (P>0,05) em funcéo do nivel de beta glucanos, da densidade nutricional
das dietas e da época de abate. Esse resultado corrobora o encontrado por Leonard et
al. (2011) quanto ao nivel de beta-glucanos e com Pereira (2010) quanto a densidade
nutricional das dietas.

A relacdo AV:PC do duodeno e jejuno, na auséncia de beta-glucanos, foi maior
(P<0,05) nos leitdes abatidos aos 28 dias que consumiram a dieta de baixa densidade
nutricional em comparacdo com o0s que consumiram a dieta de alta densidade
nutricional. Em contrapartida, a relagdo AV:PC do duodeno foi maior (P<0,05) nos
leitdes abatidos aos 28 dias que consumiram a dieta de baixa densidade nutricional
sem beta-glucanos em comparacdo com 0s que consumiram a dieta de baixa
densidade com beta-glucanos.

A partir desses resultados pode-se inferir que a dieta de baixa densidade
nutricional sem beta-glucano possibilitou condicbes para ocorréncia de melhor
absorcdo de nutrientes e menores perdas energéticas com a renovacao celular do que
a dieta de alta densidade nutricional (Aradjo et al., 2006; Pereira, 2010; Leonard et al.,
2011).

Para os resultados da &rea das placas de Peyer da submucosa intestinal do
ileo ndo foram verificadas diferencas (P>0,05) em fun¢édo da composicdo das dietas e
época de abate. Apesar disso, verificou-se hiperplasia das placas, em detrimento da
ativacdo de seus foliculos linféides, corroborando o verificado nos estudos de
Chagoyan et al. (2002) apdés desafio com Escherichia coli sorotipo K;, e administracédo

de Saccharomyces cerevisiae cepa Sc,7; de Stuyven et al. (2010) apds administracao
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via oral de beta-glucanos de Saccharomyces cerevisiae em associa¢gdo com fimbrias
F4, de Escherichia coli enterotoxigénica e de Martins et al. (2013) apds desafio com

Salmonella enterica enterica sorovar Typhimurium.

4. Conclusdes

A adicdo de beta-glucanos e o0 uso de dietas de alta densidade nutricional ndo
se justificaram para leitbes desmamados dos 21 aos 59 dias de idade, pois no
presente estudo ndo melhoraram o desempenho, peso dos 6rgdos e morfologia

intestinal dos animais.
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Efeito de beta-glucanos e da densidade nutricional da dieta sobre os parametros

sanguineos de leitdes imunologicamente desafiados

RESUMO

Os beta-glucanos exercem influéncia na modulagédo do sistema imune e na melhoria
da resisténcia dos animais a infeccdo. Do mesmo modo, nutrientes sd0 necessarios
para a multiplicacdo celular durante a resposta imune e para a sintese de moléculas
relacionadas a comunicacao celular. Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar
os efeitos da adicdo de beta-glucanos, originarios da levedura Saccharomyces
cerevisiae, em dietas com densidades nutricionais distintas para 36 leitbes
desmamados aos 21 dias de idade, submetidos a desafio com 150 ug kg™ de PV de
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli sorotipo 055:B5, sobre os parametros
hematoldgicos, imunoldgicos e bioquimicos. O delineamento experimental foi o de
blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x 2 (dois niveis de beta-glucanos: 0 e 300
ppm e dois niveis de energia metabolizavel: 3300 e 3450 kcal kg™), com nove
repeticbes por tratamento e um leitdo por unidade experimental. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia multivariada, sendo as médias comparadas pelo
teste de Bonferroni (P<0,05) quando paramétricas e, pelo teste de Dunn (P<0,05)
guando ndo paramétricas. As dietas de baixa densidade nutricional fornecidas foram
suficientes para atender as necessidades de aminoacidos e energia para a sintese de
anticorpos e proteinas de fase aguda. Os efeitos dos beta-glucanos no hemograma e
variaveis bioquimicas ndo foram suficientes para comprovar a magnitude de sua agéo
imunomoduladora. Os resultados de alanina amino-transferase, fosfatase alcalina e
creatinina evidenciaram que a dose de LPS empregada nao provocou danos hepaticos
nem renais aos animais. A adicdo de beta-glucanos e o uso de dietas de maior

densidade nutricional ndo se justificaram para leitdes dos 21 aos 59 dias de idade.

Palavras-chave: imunomodulacdo, endotoxinas, hematologia
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Effects of beta-glucans and nutritional density of diet on blood profiles of

weanling pigs immunologically challenged

ABSTRACT

The beta-glucans influence the modulation of the immune system and improve the
resistance to infection. Thus, nutrients are required for cell proliferation during the
immune response, and for the synthesis of molecules related to cell communication. An
experiment was conducted to evaluate the effects of two levels of beta-glucans (0 and
300 ppm) of yeast Saccharomyces cerevisiae and two levels of energy (3300 and 3450
kcal ME kg™) on the haematological, immunological, and biochemical profiles of 36
weanling pigs at 21 days of age, challenged with 150 pg kg™ of BW lipopolysaccharide
(LPS) of Escherichia coli serotype 055:B5. The experimental design was a randomized
complete block design in a 2 x 2 factorial arrangement with nine replications per
treatment, and one animal per experimental unit. Data were analyzed in accordance
with multivariate analysis procedure by SAS, and the treatment means compared by
Bonferroni test (P<0.05) when parametric and, by Dunn test (P<0.05) for non-
parametric data. The low nutrient density diet provided enough amino acids and energy
for synthesis of antibodies and acute phase proteins. Furthermore, data of blood
profiles of alanine aminotransferase, alkaline phosphatase and, creatinine showed that
LPS did not cause kidney or liver damage to animals. Therefore, the addition of beta-
glucan and the use of high nutrient density are not justified for pigs from 21 to 59 days

of age.

Keywords: immunomodaulation, endotoxins, hematology
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1. Introducéo

O sistema imune € o responsavel pela elaboracdo da resposta imunolégica,
composta por mecanismos de defesa especificos e inespecificos, que visam
primariamente reconhecer e diferenciar o estimulo ao qual € submetido, distinguindo
estruturas proprias das de agentes estranhos e, em seguida, combater o agente
agressor, seja ele virus, bactéria, fungo, protozoario, toxina ou qualquer substancia
estranha (Colditz, 2002; Wood, 2006).

A ativacdo dos mecanismos de resposta imune impde a demanda por
nutrientes que, ao invés de serem direcionados para o crescimento dos leitdes sao
redirecionados para auxiliar a resposta do sistema imune do animal contra agentes
patogénicos (Johnson et al., 2001). O desafio sanitario ativa a resposta inflamatéria
gue, por sua vez, aumenta a necessidade de energia e de nutrientes especificos
visando sintetizar os constituintes de defesa (Baracos et al., 1987), ao mesmo tempo
em que reduz o consumo de alimento, comprometendo o desempenho animal
(Johnson, 1997; Le Dividich e Seve, 2000).

Portanto, a nutricdo exerce influéncia na modulagdo do sistema imune e na
melhoria da resisténcia dos animais a infecgdo, ja que os nutrientes sdo necessarios
para a multiplicacdo celular durante a resposta imune (fagécitos, linfocitos) e para a
sintese de moléculas efetoras (anticorpos, sistema complemento, 6xido nitrico,
lisozimas) ou de moléculas relacionadas a comunicacgédo celular (citocinas, mediadores
inflamatérios) (Johnson et al., 2001; Volman et al., 2008). Além de também exercerem
efeito indireto na resposta imune ao modificarem as vias de comunicacdo celulares
(citocinas) ou limitar efeitos indesejaveis de moléculas efetoras (Johnson et al., 2001,
Ribeiro et al., 2008).

Deste modo, o sistema imune pode ser modulado pela utilizagdo de alguns
aditivos, capazes de melhorar a responsividade e a funcdo das células imunoldgicas,
resultando em aumento dos mecanismos inespecificos de defesa nos animais. Nesse
contexto, os beta-glucanos estimulam os orgaos linféides priméarios e secundarios,
potencializam a atividade dos macrofagos, ativam a funcdo antimicrobiana de células
mononucleares (Williams, 1997; Tzianabos, 2000; Guo et al., 2003; Zekovic et al.,
2005) e contribuem para o aumento da resisténcia as infecgbes por aumentar a
atividade dos leucdcitos, do burst respiratério, da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (Adachi et al., 1994; Olson et al., 1996; Young et al., 2001) e da producao
de quimiocinas (Williams, 1997; Volman et al., 2008).
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Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos dos niveis
de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas fornecidas a leitbes
desmamados desafiados imunologicamente sobre o0s parametros sanguineos,

imunoldgicos e bioquimicos.

2. Material e Métodos
2.1 Localizacéo, animais e alojamento

O experimento foi conduzido na area de Suinocultura da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia/lUNESP, campus de Botucatu, com 36 leitbes (18
machos e 18 fémeas) mesticos de genética comercial, desmamados aos 21 dias de
idade e com peso médio de 6,45 + 0,33 kg. Todos os procedimentos experimentais
foram previamente aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FMVZ/UNESP/Botucatu, protocolo numero 36/2011.

Os animais foram alojados em um galpéo de creche de alvenaria com pé direito
de 3,5 m e com cortinas laterais, em baias metalicas suspensas, com area de 1,70 m?,
equipadas com comedouro, bebedouro tipo chupeta e campénula com resisténcia
elétrica, sendo a parte anterior do piso, sob o comedouro e a campanula, de concreto
compacto e a parte posterior, composta por piso plastico. Sob as baias foi mantida
lamina d’agua, que era substituida uma ou duas vezes por semana, dependendo do

volume de dejetos produzidos.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, em esquema fatorial 2 x
2 (dietas com dois niveis de beta-glucanos provenientes da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae: ausente e 300 ppm e, duas densidades nutricionais baixa:
3300 kcal de EM kg* e elevada: 3450 kcal de EM kg™), com nove repeticbes por

tratamento e um leitdo por unidade experimental.

2.3 Composicao das dietas e arragoamento

Durante o periodo experimental, os animais receberam trés tipos de dietas a
vontade, de acordo com o sistema de arragoamento por fases, dieta pré-inicial | nos
primeiros 16 dias, dieta pré-inicial Il dos 17 aos 28 dias e inicial dos 29 aos 38 dias
pés-desmame (Tabelas 1 e 2). As dietas com densidade nutricional baixa (B) e

elevada (A) foram formuladas para apresentarem 3300 e 3450 kcal de EM kg™,
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respectivamente, e mesmas relagdes energia metabolizavel:nutrientes recomendadas
por Rostagno et al. (2011).

A fonte de beta-glucanos utilizada apresentava em sua composi¢do 60% de
beta-glucanos purificados com ramificagbes -1,3-B-1,6 e foi adicionada as dietas em

substituicdo a igual quantidade de material inerte (caulim).

Tabela 1. Composicao percentual das dietas pré-iniciais |, pré-iniciais Il e iniciais com

densidade nutricional baixa (B) ou elevada (A).

ingredientes Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
B A B A B A

Milho 50,877 48,170 57,409 52,485 65,925 62,180
Farelo de soja 20,00 20,00 24,00 24,00 26,00 26,00
Sangue, hemacias 1,50 1,50 1,50 1,50 - -
Aculcar 2,50 2,50 2,00 4,00 2,75 3,80
Leite em p6 desnatado 6,00 6,00 3,00 3,00 - -
Soro de leite 8,00 8,00 7,00 7,00 - -
Maltodextrina 4,40 4,40 - - - -
Oleo de soja 0,70 3,20 1,30 4,00 1,50 4,00
Farelo de glaten de milho (60%) 1,80 1,80 - - - -
Caulim 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Calcério 0,74 0,75 0,83 0,84 0,82 0,82
Fosfato bicélcico 1,30 1,30 1,22 1,22 1,40 1,42
Cloreto de sodio 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
L-Lisina.HCI (78%) 0,56 0,65 0,41 0,50 0,50 0,58
DL-Metionina (99%) 0,25 0,30 0,20 0,25 0,16 0,20
L-Treonina (98%) 0,23 0,28 0,16 0,22 0,17 0,22
L-Triptofano (98%) 0,053 0,062 0,027 0,035 0,026 0,036
Oxido de zinco (73%) 0,34 0,34 0,20 0,20 - -
BHT* 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Edulcorante * 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Cloreto de colina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix mineral ° 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico * 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

Total 100 100 100 100 100 100

* Butil-hidroxi-tolueno; * Sucran® (sacarina sédica); ° Premix mineral fornecendo por kg de racdo: 100 mg Fe, 10 mg Cu, 30 mg de Se,
40 mg Mn, 100 mg Zn, 1 mg Co, 1,5 mg I; * Premix vitaminico fornecendo por kg de ragao: 9000 Ul vit. A, 2250 Ul vit. Ds, 22,5 mg vit.
E, 22,5 mg vit. K3, 2,03 mg vit. By, 6 mg vit. B,, 3 mg vit. B, 30 ug vit. Biz, 0,9 mg &cido félico, 14,03 mg &acido pantoténico, 30 mg
niacina, 0,12 mg biotina, 400 mg de colina.
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2.4 Inoculacédo de LPS

Os leitdes receberam injecdo intramuscular de 150 yg kg* de peso vivo de
lipopolissacarideo (LPS) da parede celular de Escherichia coli, sorotipo 055:B5
(SIGMA ALDRICH L2880, St. Louis, MO), dissolvidos em 1 mL de solug&o salina no
14°e no 28°dias do periodo experimental (35 e 49 dias de idade média dos leitdes).
Neste procedimento foram utilizadas agulhas hipodérmicas de 0,55 x 20 mm (24 G x
¥") acopladas as seringas de 5 mL. A dose de LPS foi baseada em estudos
preliminares (Johnson e Borell, 1994; Van Heugten et al., 1994; Webel et al., 1997,
Rakhshandeh e Lange, 2012).

Tabela 2. Valores nutricionais calculados das dietas pré-iniciais |, pré-iniciais Il e

iniciais com densidade nutricional baixa (B) ou elevada (A).

tens Pré-inicial | Pré-inicial Il Inicial
B A B A B A

EM (kcal kg'l) 3300 3450 3300 3450 3300 3450
PB (%) 19,00 19,00 19,00 19,00 18,00 18,00
Lisina dig. (%) 1,41 1,47 1,30 1,36 1,17 1,22
Metionina dig. (%) 0,54 0,58 0,47 0,51 0,40 0,43
Treonina dig. (%) 0,89 0,92 0,82 0,86 0,74 0,77
Triptofano dig. (%) 0,25 0,26 0,23 0,24 0,21 0,21
Metionina + cisteina dig. (%) 0,79 0,83 0,73 0,76 0,65 0,68
Ca (%) 0,83 0,83 0,81 0,81 0,77 0,77
P dig. (%) 0,44 0,44 0,40 0,40 0,38 0,38
Lactose equivalente 10,00 10,00 5,00 5,00 0,00 0,00

2.5 Coleta, preparo e analise das amostras

As colheitas de sangue foram realizadas por puncédo da veia cava usando
agulhas siliconizadas para coleta de sangue pelo sistema a vacuo de 25 x 8 mm (21 G
x 1”) durante as fases pré-iniciais e agulhas de 40 x 9 mm (20 G x 1%2") na fase inicial.

Para determinacdo dos parametros hematimétricos e leucométricos foram
utilizados tubos para coleta a vacuo de 4 mL contendo anticoagulante EDTA e para
determinagdo dos titulos de anticorpos (IgG e IgM) e parametros bioquimicos
utilizaram-se tubos de coleta a vacuo de 10 mL contendo somente ativador de
coagulo, conforme os momentos de colheita apresentados na Figura 2.

A série hematimétrica e leucométrica global foi obtida com auxilio de um

contador veterinario automatico de células MC-6200 Vet (Shenzhen Maxcom
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Electronic, China), sendo a confirmacéo da leucometria especifica realizada através de
esfregaco sanguineo por coloracao diferencial pelo método pandtico, segundo Dacie e
Lewis (1995). A formula leucocitéria absoluta foi obtida a partir das contagens global e

diferencial das células leucocitarias, por uma regra de trés direta.

22 Colheita sangue 42 Colheita sangue 52 Colheita sangue

eritrograma +eritrograma eritrograma

*leucograma *leucograma <leucograma

«titulo de anticorpos «titulo de anticorpos -titulo de anticorpos

sparametros bioquimicos  *parametros bioquimicos *parametros biogquimicos

0 13 14 17 21 28 31 35 43

Chegada Animais 1% inoculagéo 32 Colheita sangue 2% inoculagéo 62 Colheita sangue
13 Colheita sangue com LPS seritrograma com LPS ~eritrograma
«eritrograma *leucograma leucograma
+leucograma «fitulo de anticorpos «titulo de anticorpos
“titulo de anticorpos *parémetros biogquimicos *pardmetros bioquimicos

*parametros bioquimicos

Figura 2. Esquema representativo das colheitas de sangue e das analises realizadas.

As avaliagbes dos titulos de anticorpos (IgG e IgM) foram realizadas pela
técnica de nefelometria — reagdo de precipitagdo, segundo procedimentos analiticos
descritos pela AOAC (1995).

Para as determinagfes dos parametros bioquimicos foi utilizado o analisador
veterinario automatico, modelo Cobas Mira, marca Roche Diagnostics. As
metodologias adotadas, bem como os reativos utilizados sdo apresentados conforme
segue: uréia plasmatica (mg dL™) por anélise cinética de tempo fixo — kit comercial da
Bioclin; proteinas totais (g dL™): método do biureto — kit comercial da Labtest;
albuminas (g dL™): método espectrofotométrico do verde de bromocresol — kit
comercial da Labtest; globulinas (g dL™): resultados obtidos a partir da diferenca entre
0s resultados das quantificacbes das proteinas totais e das albuminas; fosfatase
alcalina (U.l. L™): método enzimatico UV, segundo Bowers e Mc Comb (1966) — kit
comercial da Labtest; alanina amino-transferase (ALT) (U.l. L™): método cinético UV —
kit comercial da Ebram; creatinina (mg dL™): método cinético direto da reacdo de Jaffé
— kit comercial da Bioclin e proteina C reativa (mg L™): método imunoturbidimétrico —
kit comercial da Bioclin. Todas as quantificagcbes seguiram as recomendacdes
analiticas estabelecidas pela AOAC (1995).
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2.6 Andlise estatistica

Os dados paramétricos e ndo paramétricos foram submetidos a analise de
variancia multivariada (MANOVA) para o modelo de medidas repetidas em grupos
independentes utilizando o procedimento Profile Analysis (Multivariate — SAS/IML) do
SAS (1999), complementado com o teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni
(P<0,05) para os dados paramétricos e com o teste de comparacBes mdultiplas de

Dunn (P<0,05) para os dados nao parameétricos.

3. Resultados e Discussao
3.1 Eritrograma

Os parametros hematimétricos avaliados em funcdo das dietas experimentais
sdo apresentados na Tabela 3 e os valores de referéncia para esses parametros
encontram-se no Anexo 1.

Com relagdo a concentracdo de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, VCM
(Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) e CHCM
(Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média) observaram-se diferencas
(P<0,05) entre os periodos de colheita de sangue. No entanto, apesar dessa variacao,
todos os valores encontraram-se dentro da faixa de normalidade para a espécie suina
segundo Miller et al. (1961), Tumbleson et al. (1986), Friendship e Henry (1992), Jain
(1996), Kaneko et al. (1997), Feldman et al. (2000), Tizard (2002).

Na auséncia de beta-glucanos, a dieta de baixa densidade nutricional
promoveu aumento (P<0,05) nas concentracdes de eritrocitos e de hematdcrito por
ocasido da segunda colheita sanguinea e nos valores de hemoglobina e hematdécrito
na terceira colheita de sangue, em relagcdo aos animais que receberam dieta de alta
densidade nutricional. Em contrapartida, a presenca de beta-glucanos determinou
menores valores (P<0,05) de eritrcitos e de hemoglobina na terceira colheita de
sangue, quando a dieta apresentava baixa densidade nutricional, o que em parte pode
ser atribuido ao menor valor de hematocrito verificado na primeira colheita de sangue
(antes da aplicacdo dos tratamentos) nos leitbes que iriam receber a dieta de baixa
densidade nutricional com beta-glucanos.

Na presenca de beta-glucanos, a dieta de alta densidade nutricional aumentou
(P<0,05) o valor de CHCM na terceira colheita de sangue comparado com os leitdes
alimentados com dieta de baixa densidade nutricional, contudo, na quinta colheita de

sangue verificou-se efeito inverso.
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Tabela 3. Efeito dos niveis de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas sobre o eritrograma de leitdes conforme os momentos de colheita
de sangue.

Momentos de Colheita *

Variavel Dietas* Colheita 1 Colheita 2 Colheita 3 Colheita 4 Colheita 5 Colheita 6
A0 5,84 £ 0,56 aAa 6,24 + 0,44 aAaf 5,93 £ 0,33 aAaf 5,99 + 0,38 aAaf 6,34 £ 0,44 aABy 6,49 + 0,53 aAy
Eritrocitos AB 5,91 + 0,51 aAd 6,55 + 0,59 aAP 6,25 + 0,55 aAdp 6,25 + 0,61 aAap 6,47 + 0,58 aAP 6,53 + 0,49 aAP
(x 10° céls mm ) BO 5,98 +0,47 aAd 6,78 +0,27 aBy 6,29 + 0,35 bAdp 6,24 +0,39 aAap 6,35 + 0,57 aAaB 6,53 + 0,47 aABy
BB 5,48 £ 0,13 aAa 6,39 + 0,32 aAyB 5,91 £ 0,37 aAaB 6,07 £ 0,43 aABy 6,50 + 0,40 aAyB 6,67 £0,61 aAB
A0 11,37 £0,73 aAap 12,13 +£0,87 aAB 11,29 £ 0,77 aAap 11,74 £ 0,79 aAaB 11,79 £1,21 aAap 12,06 + 1,25 aAap
Hemoglobina AB 11,28 + 0,70 aAa 12,06 + 0,86 aAa 11,66 + 0,51 aAa 11,87 £ 0,75 aAa 11,78 + 0,96 aAa 12,03 £ 0,85 aAa
(gdL ’1) BO 11,88 + 0,53 aAa 12,97 £0,79 aAB 11,99 £ 0,51 bBa 12,09 + 0,58 aAa 11,77 1,02 aAa 12,20 + 0,82 aAa
BR 10,84 +0,98 aAa 12,18 + 0,94 aABy 11,30 £ 0,74 aAap 11,82 + 0,67 aABy 11,87 £0,75 aABy 12,38 £ 0,97 aAy
A0 33,87 £2,23 aAaf 35,57 £2,61 aAaf 33,41 £1,95 aAa 34,57 £2,58 aAaf 35,34 + 3,57 aAaf 36,09 + 3,71 aAB
Hematdcrito AB 33,89 + 2,19 aAa 35,96 + 3,17 aAa 34,10 +£1,73 aAa 35,07 + 2,34 aAa 35,66 + 3,44 aAa 35,53 £+ 2,68 aAa
(%) BO 35,60 + 1,74 bAa 38,28 £ 2,36 aBf 35,30 £ 1,85 aBa 35,81 £ 1,96 aAa 35,56 * 3,55 aAa 36,02 £ 2,97 aAaf
BR  32,88+2,43aAd 36,01 + 2,84 aABy 33,81 + 1,84 aAap 35,02 + 2,52 aAapy 36,07 2,17 aABy 36,90 + 2,89 aAy
A0 58,18 £ 2,72 aAB 57,09 + 3,26 aAaf 56,39 + 3,47 aAaf 57,67 £ 3,26 aAaf 55,70 £ 2,90 aAap 55,57 + 3,39 aAa
VCM AB 57,50 £ 3,30 aAB 55,07 £ 4,32 aAaB 54,80 + 3,96 aAa 56,32 + 3,53 aAaf 55,21 + 3,64 aAaB 54,54 + 2,95 aAa
(fL) BO 59,72 + 4,20 aAB 56,46 + 2,59 aAa 56,22 + 2,31 aAa 57,44 £ 1,89 aAaf 55,99 + 1,81 aAa 55,11 + 1,97 aAa
BB 60,00 + 4,56 aAB 56,43 + 4,23 aAa 57,30 £ 3,56 aAaB 57,74 £ 3,13 aAaf 55,61 + 3,15 aAa 55,42 +2,71 aAa
A0 19,52 + 1,03 aAap 19,50 + 1,14 aAaf 19,06 + 1,30 aAap 19,60 + 1,05 aAB 18,53 + 1,05 aAa 18,58 + 1,37 aAaf
HCM AB 19,13 + 1,33 aAB 18,51 + 1,65 aAaf 18,78 + 1,49 aAaf 19,11 + 1,38 aAaf 18,26 + 1,29 aAa 18,47 + 1,03 aAaf
(p9) BO 19,56 + 1,44 aAy 19,09 + 0,86 aAap 19,08 £ 0,77 aAaf 19,40 + 0,68 aABy 18,53 + 0,70 aAa 18,71 £ 0,66 aAaf
Bf 19,81 +1,84 aAy 19,06 + 1,47 aAaBy 19,18 + 1,16 aAay 19,54 + 1,04 aABy 18,30 + 1,15 aAd 18,60 + 1,01 aAap
A0 33,54 £ 0,45 aAaf 34,12 +£ 0,50 aAB 33,81 +1,03 aAaf 34,00 £ 0,46 aAaf 33,28 £ 0,62 aAa 33,44 £1,17 aAaf
CHCM AB 33,28 £ 0,65 aAaB 33,61 £1,40 aAaB 34,26 £ 0,48 aBB 33,90 £ 0,63 aAaf 33,06 + 1,06 aAa 33,87 £0,46 aAaB
(gdL ’1) BO 33,38 £0,57 aAaf 33,83 £0,34 aAaf 33,98 £ 0,61 aAB 33,81 £ 0,80 aAap 33,13 £1,08 aAa 33,98 £ 0,54 aAB
BB 32,99 + 0,80 aAa 33,80 £ 0,64 aAa 33,47 £0,72 aAa 33,84 +£0,72 aAa 33,98 £ 0,99 aBa 33,56 + 0,53 aAa

T AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e Bp: baixa densidade nutricional com B-glucanos
Letras minGsculas (A0 x AB; BO x BB); letras mailsculas (A0 x BO; AB x BR); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)

2 Média + desvio padréo (n=9), teste de Bonferroni (P<0,05)
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3.2 Leucograma

Os parametros leucométricos avaliados sao apresentados na Tabela 4 e os
valores de referéncia (valores absolutos) de tais parametros encontram-se no Anexo 1.

Todos o0s parametros leucométricos, exceto o0s bastonetes e basdfilos,
apresentaram variagdo (P<0,05) nos diferentes momentos de colheita de sangue.
Apesar da variacdo ocorrida, todos os resultados encontraram-se dentro da faixa de
normalidade para a espécie suina (Miller et al.,, 1961; Tumbleson et al., 1986;
Friendship e Henry, 1992; Jain, 1996; Kaneko et al., 1997; Feldman et al., 2000;
Tizard, 2002).

A dieta de baixa densidade nutricional sem beta-glucanos resultou em maiores
concentracdes (P<0,05) de eosindfilos e bastonetes no terceiro e quinto periodos de
colheita de sangue, respectivamente, em relacdo a dieta de baixa densidade
nutricional contendo beta-glucanos. Os resultados nestes periodos provavelmente
foram consequéncia da maior mobilizacdo celular desencadeada pela reacdo de
inflamacdo aguda promovida pela aplicagdo de LPS. Esses resultados corroboram
aqueles verificados por Chiquieri et al. (2007) que encontraram maior resposta na
leucometria especifica quando as ra¢des ndo continham Saccharomyces cerevisiae.

Na quinta colheita de sangue, a concentracdo de bastonetes foi maior (P<0,05)
nos leitdes alimentados com a dieta de baixa densidade nutricional sem beta-
glucanos, comparado com o0s animais que receberam dieta de alta densidade
nutricional isenta de beta-glucanos. Isso sugere que a dieta de baixa densidade
nutricional atendeu as exigéncias do organismo para a sintese dessas células de
defesa frente ao desafio imposto pela aplicacdo de LPS na ativacdo do sistema

imunolégico dos leitdes.

3.3 Anticorpos

Em relacdo a concentracdo dos anticorpos (Tabela 5), constatou-se que 0s
niveis de IgG apresentaram o comportamento decrescente, enquanto que 0s niveis de
IgM apresentaram o comportamento crescente ao longo dos periodos de colheita de

sangue.
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Tabela 4. Efeito dos niveis de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas sobre o leucograma de leitdes conforme os momentos de

colheita de sangue.

Momentos de Colheita

Z

Variavel Dietas* Colheita 1 Colheita 2 Colheita 3 Colheita 4 Colheita 5 Colheita 6

A0 11,656 = 2,087 aAa 16,400 + 2,078 aAB 16,244 + 2,820 aAB 13,589 = 1,234 aAa 18,733 + 3,544 aAB 16,800 + 2,790 aAB

Leucécitos AB 12,433 + 1,327 aAa 14,933 + 2,745 aAaf 15,644 + 1,820 aAaf 13,467 + 1,749 aAaB 18,456 + 5,301 aAB 16,500 + 2,461 aAB
(x 10° céls mm ’3) BO 12,344 = 1,606 aAa 16,256 + 3,773 aAaBy 16,578 + 2,259 aAaBy 13,667 + 1,853 aAaf 21,100 * 4,293 aAy 18,611 + 2,116 aABy
BB 12,367 + 2,364 aAa 16,156 + 2,630 aAaf 16,600 * 1,285 aABy 14,178 + 0,777 aAaB 19,489 * 3,338 aAy 16,511 + 2,095 aABy
A0 4,151 £ 0,613 aAa 5,640 + 0,832 aABy 5,804 + 1,404 aABy 4,933 £ 0,918 aAaf 6,675 + 0,909 aAy 5,770 £ 1,078 aABy
Linfocitos AB 4,045 + 0,827 aAa 4,994 + 1,172 aAaB 5,908 + 1,193 aAap 5,117 £ 0,799 aAap 6,616 + 2,035 aAaB 5,904 + 0,765 aAapB
(x 103 céls mm '3) BO 4,436 £ 0,613 aAa 5,825 + 1,671 aAaBy 6,350 + 1,055 aABy 5,197 + 0,596 aAaf 7,689 + 1,639 aAy 6,530 + 0,440 aABy
BB 4,488 + 0,867 aAa 5,405 + 1,178 aAaf 5,970 + 0,837 aABy 5,092 + 0,816 aAap 7,038 + 1,402 aAy 6,199 + 1,031 aABy
A0 0,208 + 0,067 aAaf 0,260 + 0,108 aAaf 0,296 + 0,156 aAaf 0,198 £ 0,078 aAa 0,377 £0,136 aAB 0,325 £ 0,168 aAap

Monécitos AB 0,199 + 0,118 aAa 0,245 + 0,101 aAa 0,257 +£0,178 aAa 0,231 + 0,109 aAa 0,342 + 0,139 aAa 0,352 + 0,126 aAa

(x 10° céls mm ’3) BO 0,150 £ 0,078 aAa 0,261 + 0,145 aAa 0,275 £ 0,088 aAa 0,203 £ 0,113 aAa 0,312 £ 0,182 aAa 0,334 £ 0,140 aAa
BB 0,209 + 0,126 aAa 0,244 £ 0,171 aAaB 0,331 £ 0,122 aAaB 0,268 + 0,052 aAaf 0,397 + 0,132 aAB 0,366 + 0,120 aAap
A0 6,823 + 1,637 aAa 10,007 + 1,590 aABy 9,577 £1,737 aABy 8,111 + 0,962 aAaf 11,393 £2,859 aAy 10,357 + 1,911 aABy
Segmentados AB 7,671 +1,201 aAa 9,254 + 1,985 aAaf 8,993 + 1,019 aAap 7,790 = 1,244 aAa 11,105 + 3,467 aAB 9,846 + 2,058 aAap

(x 10° céls mm ’3) BO 7,267 + 1,415 aAa 9,478 £ 2,311 aAaf 9,459 + 1,561 aAaf 7,948 + 1,681 aAa 12,547 + 2,861 aAB 11,261 + 1,963 aAB
BB 7,190 + 1,713 aAa 9,917 + 1,552 aAB 9,779 £ 1,206 aAap 8,441 + 0,523 aAap 11,631 +2,586 aAB 9,503 + 1,132 aAaB

A0 0,925 + 0,151 aAB 0,540 £ 0,206 aAa 0,609 £ 0,169 aAaf 0,613 £ 0,219 aAaf 0,517 £ 0,130 aAa 0,518 £ 0,110 aAa
Plaquetas AB 0,904 + 0,203 aAy 0,692 + 0,232 aAB 0,652 + 0,164 aAB 0,664 + 0,178 aAB 0,494 + 0,126 aAa 0,544 + 0,156 aAap

(x 10% céls mm ’3) BO 0,865 + 0,164 aAB 0,565 + 0,101 aAa 0,626 £ 0,132 aAaf 0,661 + 0,107 aAaf 0,463 + 0,132 aAa 0,581 + 0,254 aAa
Bp 0,839 + 0,101 aAy 0,611 + 0,143 aAap 0,556 + 0,154 aAap 0,650 + 0,154 aAB 0,456 + 0,113 aAa 0,550 + 0,185 aAap

Continua...

T AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e B: baixa densidade nutricional com B-glucanos
Letras mindsculas (A0 x AB; BO x BB); letras maitsculas (AO x BO; AB x BB); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)
2 Média *+ desvio padrédo (n=9); teste de Bonferroni (P<0,05)
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Momentos de Colheita

4

Variavel Dietas* Colheita 1 Colheita 2 Colheita 3 Colheita 4 Colheita 5 Coleta 6
20 0,212 (0,118; 0,392) 0,157 (0,000; 0,394) 0,174 (0,124; 0,399) 0,156 (0,120; 0,294) 0,157 (0,000; 0,326) 0,167 (0,000; 0,416)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
A 0,270 (0,101; 0,411) 0,207 (0,140; 0,489) 0,177 (0,123; 0,513) 0,212 (0,120; 0,320) 0,224 (0,078; 0,468) 0,184(0,107; 0,332)
Bastonetes aAa aAa aAa aAa aAa aAa
(x 10°céls mm ’3) BO 0,242 (0,118; 0,303) 0,237 (0,136; 0,364) 0,176 (0,140; 0,326) 0,256 (0,000; 0,384) 0,392 (0,000; 0,490) 0,199 (0,147; 0,406)
aAa aAa aAa aAa bBa aAa
BB 0,210 (0,000; 0,429) 0,292 (0,107; 0,483) 0,324 (0,141; 0,364) 0,158 (0,136; 0,441) 0,227 (0,149; 0,438) 0,183 (0,000; 0,378)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
20 0,165 (0,095; 0,392) 0,286 (0,155; 0,591) 0,308 (0,159; 0,456) 0,135 (0,000; 0,272) 0,124 (0,000; 0,344) 0,000 (0,000; 0,416)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
AB 0,252 (0,101; 0,342) 0,159 (0,000; 0,420) 0,177 (0,149; 0,342) 0,000 (0,000; 0,160) 0,117 (0,000; 0,225) 0,107 (0,000; 0,340)
Eosindfilos aAB aAaB aAaB aAaB aAaB aAaB
(x 10°céls mm ’3) BO 0,256 (0,096; 0,544) 0,356 (0,101; 0,780) 0,320 (0,140; 0,528) 0,126 (0,000; 0,166) 0,204 (0,000; 0,440) 0,184 (0,000; 0,398)
aAaB aAB bAa aAa aAa aAa
BB 0,214 (0,084; 0,572) 0,214 (0,000; 0,762) 0,171 (0,000; 0,362) 0,136 (0,000; 0,294) 0,139 (0,000; 0,227) 0,161 (0,000; 0,378)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
20 0,000 (0,000; 0,165) 0,000 (0,000; 0,157) 0,000 (0,000; 0,218) 0,000 (0,000; 0,136) 0,000 (0,000; 0,205) 0,000 (0,000; 0,167)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
AB 0,000 (0,000; 0,228) 0,000 (0,000; 0,000) 0,000 (0,000; 0,302) 0,000 (0,000; 0,212) 0,000 (0,000; 0,207) 0,000 (0,000; 0,182)
Basdfilos aAa aAa aAa aAa aAa aAa
(x 10°céls mm ’3) BO 0,000 (0,000; 0,121) 0,000 (0,000; 0,156) 0,000 (0,000; 0,000) 0,000 (0,000; 0,128) 0,000 (0,000; 0,220) 0,000 (0,000; 0,189)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa
BB 0,000 (0,000; 0,121) 0,000 (0,000; 0,174) 0,000 (0,000; 0,175) 0,000 (0,000; 0,147) 0,000 (0,000; 0,170) 0,000 (0,000; 0,189)
aAa aAa aAa aAa aAa aAa

T AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e B: baixa densidade nutricional com B-glucanos

Letras minGsculas (AO x AB; BO x Bp); letras mailsculas (AO x BO; AB x BB); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)

2 Mediana (valor minimo; valor maximo) (n=9); teste de Dunn (P<0,05)
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Resultados obtidos por Porter e Hill (1970), ao analisarem as alteragdes nos
titulos de IgA, IgG e IgM de leitdes desafiados com sorotipos 08 e 0141 de Escherichia
coli e por Stuyven et al. (2010) ao administrarem via oral 200 mg de beta-glucanos de
Saccharomyces cerevisiae em associagdo com 1 mg de fimbrias F, de Escherichia coli
enterotoxigénica aos leitbes de 21 e 36 dias de idade, corroboram o comportamento
observado para IgG e IgM no presente estudo, sugerindo que o comportamento
dessas imunoglobulinas sofreu variagdo conforme exposicdo aos antigenos
(vacinacao ou inoculacéo de antigenos).

Apesar de nao terem sido observados efeitos (P>0,05) da densidade nutricional
e da presenca de beta-glucanos nas dietas sobre as concentracdes de IgG e de IgM,
os resultados apresentados na Tabela 5 evidenciam que o status imunolégico desses
animais pode ser explicado pelo comportamento natural (cinética) dessas
imunoglobulinas no decorrer do tempo, uma vez que os leitdes foram vacinados contra
Mycoplasma spp. no momento do desmame na granja comercial.

Constatou-se ainda variacéo (P<0,05) da concentracdo de IgG nos periodos de
colheita de sangue 5 e 6 (apds inoculacdo de LPS) em relagdo aos periodos 1 e 2
(antes da inoculacdo de LPS). Esses resultados sdo consistentes com os observados
por Curtis e Bourne (1971), Klobasa et al. (1986) e Moraes et al. (2010), que
verificaram que o0 comportamento dessas imunoglobulinas é regulado pelos
mecanismos homeostéticos, variando conforme a idade dos animais, uma vez que
esse declinio ocorre, em parte, pelo aumento do volume sanguineo a medida que o

animal cresce.

3.4 Bioquimica

Os parametros bioquimicos avaliados sdo apresentados na Tabela 6 e os
valores de referéncia (valores absolutos) desses parametros encontram-se no Anexo
1.

Os niveis de fosfatase alcalina, enzima presente nas células que circundam os
ductos biliares do figado e nos tecidos 6sseo e placentario ndo indicaram nenhuma
alteracdo hepatica em razdo da dose aplicada de LPS. Os niveis obtidos para esta
variavel encontraram-se no intervalo de normalidade para a espécie suina (Miller et al.,
1961; Tumbleson et al., 1986; Friendship e Henry, 1992; Jain, 1996; Kaneko et al.,
1997; Feldman et al., 2000; Tizard, 2002), sendo a variagdo observada ao longo das
colheitas de sangue atribuida ao fato dos animais estarem em crescimento (Nunes e
Moreira, 2007).



Tabela 5. Efeito dos niveis de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas sobre os niveis de anticorpos de leitdes conforme os

momentos de colheita de sangue.

Momentos de Colheita

Z

Variavel  Dietas® Colheita 1 Colheita 2 Colheita 3 Colheita 4 Colheita 5 Colheita 6
20 346,0 (108,0; 488,0) 238,0 (73,5; 352,0) 110,0 (61,7; 296,0) 101,0 (60,9; 259,0) 92,0 (54,5; 107,0) 89,0 (49,3; 113,0)
aAB aAB aAaB aAaB aAa aAa
AB 321,0 (229,0; 473,0) 233,0 (106,0; 691,0) 108,0 (95,9; 230,0) 102,0 (85,0; 234,0) 86,9 (71,2; 99,2) 92,9 (66,9; 113,0)
IgG aAB aAB aAap aAap aAa aAa
(mg dL '1) B0 384,0 (105,0; 486,0) 234,0 (107,0; 355,0) 115,0 (99,0; 273,0) 105,0 (83,2; 238,0) 85,1 (36,4; 115,0) 95,8 (86,4; 205,0)
aAB aAB aAaB aAaB aAa aAa
BB 348,0 (105,0; 479,0) 234,0 (92,5; 301,0) 112,0 (78,1; 235,0) 98,7 (78,3; 204,0) 86,5 (51,6; 105,0) 85,1 (59,9; 211,0)
aAB aAB aAaB aAaB aAa aAa
20 14,80 (8,68; 17,00) 17,80 (13,30; 31,30) 22,80 (16,90; 45,80) 19,90 (14,70; 36,50) 27,10 (16,70; 62,00) 34,80 (17,90; 83,40)
aAa aAap aAB aAaB aAB aAB
AB 15,20 (11,80; 18,00) 14,40 (11,90; 21,30) 20,60 (16,90; 41,80) 22,90 (17,20; 33,60) 38,80 (20,50; 81,00) 58,70 (46,00; 79,40)
IgM aAa aAa aAap aAaf aAB aAB
(mg dL '1) B0 15,70 (9,41; 40,20) 17,80 (12,20; 37,00) 22,60 (17,30; 55,30) 21,80 (14,50; 35,10) 29,20 (13,10; 63,10) 42,10 (21,00; 88,80)
aAa aAap aAaB aAaB aABy aAy
BB 14,00 (4,92; 20,20) 16,50 (11,90; 20,40) 20,10 (16,80; 49,20) 21,30 (17,10; 36,20) 42,60 (27,60; 80,50) 49,10 (26,50; 90,80)
aAa aAa aAaB aAaB aAB aAB

T AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e B@: baixa densidade nutricional com B-glucanos

Letras mindsculas (A0 x AB; BO x Bp); letras mailsculas (A0 x BO; AB x BB); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)
2 Mediana (valor minimo; valor maximo) (n=9); teste de Dunn (P<0,05)
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Na segunda colheita de sangue, a dieta de alta densidade nutricional com beta-
glucanos determinou menor nivel (P<0,05) de alanina amino-transferase (ALT) em
comparacao com a dieta de alta densidade sem beta-glucanos. Este resultado talvez
possa ser explicado pela acdo do beta-glucano na reducdo do efeito inflamatério
promovido pela sintese de prostaglandinas a partir do maior aporte de &cido
araquidénico, intermediario do metabolismo do acido linoléico, nas dietas de alta
densidade (Kinsella et al., 1990; Spurlock et al., 1997). Os valores observados para
ALT, enzima presente nos hepatdécitos, sugerem nao ter promovido alteracbes na
funcao hepatica em detrimento da dose adotada de LPS.

Com relacdo as concentracBes de proteinas totais e fracBes (albuminas e
globulinas) as variacdes (P<0,05) encontradas entre as diferentes colheitas de sangue
situaram-se dentro da faixa de normalidade para a espécie de acordo com Miller et al.
(1961), Tumbleson et al. (1986), Friendship e Henry (1992), Jain (1996), Kaneko et
al.(1997), Feldman et al. (2000), Tizard (2002).

Na terceira colheita de sangue, constatou-se quadro de hipoglobulinemia
menos acentuado (P<0,05) nos leitbes que receberam dieta com alta densidade
nutricional com beta-glucanos em comparacdo com aqueles que receberam dieta de
alta densidade nutricional sem beta-glucanos. Este resultado sugere que os beta-
glucanos minimizaram o catabolismo protéico de globulinas, ou seja, o direcionamento
das mesmas para a sintese de mediadores inflamatdrios, a exemplo das citocinas,
como também de proteinas de fase aguda, a exemplo das haptoglobulinas e a,-
globulinas séricas (Wilson e Svendsen, 1972; Spurlock et al., 1997).

Na sexta colheita de sangue verificou-se ainda que, na auséncia de beta-
glucanos, a dieta de alta densidade nutricional causou reducdo nos teores de
proteinas totais e de globulinas em comparacdo com a dieta de baixa densidade
nutricional. Este resultado pode ser decorrente da maior utilizacdo de aminoacidos
direcionados da dieta de alta densidade nutricional para a sintese de citocinas, como
também de proteinas de fase aguda, em razdo do quadro de inflamacdo aguda
desencadeado pela aplicacdo de LPS (Wilson e Svendsen, 1972; Spurlock et al.,
1997).

Apesar da constatacdo de que o desafio imunoldgico imposto pela aplicacdo de
LPS nos leitBes acarretou um estado catabdlico protéico suficiente para alterar
significativamente tais variaveis (proteinas totais e globulinas), ainda sim, a
concentracdo de nutrientes das dietas foi suficiente para atender as necessidades

concomitantes de crescimento e de sintese das proteinas de fase aguda e/ou
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imunoglobulinas, sem causar prejuizos no desempenho dos leitdes, conforme o
observado também nos estudos conduzidos por Chiquieri et al., 2007 e Ledur et al.,
2012.

O comportamento da principal proteina de fase aguda de suinos, a proteina C
reativa (PCR), ndo indicou alteracdes (P<0,05) em relacdo ao processo inflamatorio
desencadeado pelo LPS ap6s a primeira aplicacdo, o que também foi observado em
outros estudos (Eckersall et al., 1996; Pereira, 2010; Ledur et al., 2012).

Somente foram verificadas diferencas (P<0,05) nos valores de PCR na quinta
colheita de sangue, realizada trés dias apds a segunda aplicacdo de LPS. Os leitdes
que receberam dieta de alta densidade nutricional com beta-glucanos apresentaram
valores de PCR maiores comparados com aqueles alimentados com dieta de alta
densidade nutricional sem beta-glucanos, sugerindo que o maior aporte de acido
linoléico da dieta de alta densidade nutricional tenha resultado na maior sintese e
liberacdo de prostaglandinas, produto do metabolismo do &cido araquidbnico pela via
das ciclo-oxigenases, que se caracteriza por ser um potente mediador inflamatério
(Spurlock et al, 1997) e ainda, que o beta-glucano néo foi eficiente na reducéo desse
efeito pré-inflamatorio.

Em contrapartida, na auséncia de beta-glucanos, verificou-se efeito inverso nos
valores de PCR de leitdes que consumiram a dieta de menor densidade nutricional.

Os niveis de creatinina observados no presente estudo, além de enquadrarem-
se nos niveis de normalidade para a espécie suina segundo Miller et al.,1961;
Tumbleson et al., 1986; Friendship e Henry, 1992; Jain, 1996; Kaneko et al., 1997;
Feldman et al., 2000; Tizard, 2002, comprovaram também que a funcao renal dos
leitbes ndo foi prejudicada pela dose administrada de LPS e que 0os mesmos nao
sofreram nenhum quadro de desidratacdo durante o experimento.

N&ao foram encontradas diferencas (P<0,05) nas dosagens de uréia plasmatica
em relacdo aos tratamentos, mas somente variacdo (P<0,05) ao longo dos periodos
de colheita de sangue, contudo, sempre o0s valores se enquadraram na faixa de
normalidade para a espécie suina, conforme Miller et al. (1961); Tumbleson et al.
(1986); Friendship e Henry (1992); Jain (1996); Kaneko et al.(1997); Feldman et al.
(2000); Tizard (2002), indicando que houve adequado aproveitamento de aminoacidos

provenientes das dietas experimentais.
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Tabela 6. Efeito dos niveis de beta-glucanos e da densidade nutricional das dietas sobre os parametros bioquimicos de leitdes conforme os momentos de

colheita de sangue.

Variavel®  Dietas?

Colheita 1

Colheita 2

Momentos de Colheita

Colheita 3

3

Colheita 4

Colheita 5

Colheita 6

A0 23,11 £ 7,54 aAa 29,78 £5,91 bAa 28,22 +7,03 aAa 27,11 £7,36 aAa 32,78 +17,17 aAaP 48,88 + 16,53 aAPB
ALT AB 24,67 + 6,08 aAa 23,33 + 4,06 aAa 27,44 + 11,66 aAa 32,78 + 3,49 aAap 29,22 + 8,58 aAa 46,56 + 16,64 aAB
(s L'l) BO 18,33 £ 6,93 aAa 30,33 £5,52 aAa 30,00 £12,03 aAa 28,67 £7,97 aAa 25,00 £7,14 aAa 44,11 + 12,28 aAB
BB 22,67 £6,12 aAa 25,33 + 7,04 aAap 28,89 + 9,52 aAap 29,33 + 8,99 aAap 31,67 £ 8,22 aAap 38,67 + 17,94 aAB
A0 461,22 + 147,85 aABy 544,00 £ 128,11 aAy 360,89 + 69,21 aAaf 390,00 + 74,99 aAB 246,44 £51,19 aAa 223,78 £ 74,15 aAa
FA AB 477,33 £ 143,57 aAy 543,78 £ 153,34 aAy 354,22 + 88,09 aAB 371,00 £ 115,78 aAB 224,22 + 53,66 aAa 204,22 £ 42,02 aAa
(uLh BO 446,11 + 113,43 aAB 546,68 + 100,59 aAy 372,56 + 60,83 aAa 391,68 + 96,33 aAB 264,56 + 50,21 aAa 207,11 £ 56,86 aAa
BB 531,33 £ 124,45 aAy 595,00 £ 73,93 aAy 415,33 + 84,71 aAB 425,67 + 78,63 aAB 258,11 £ 60,53 aAa 211,56 + 48,84 aAa
A0 5,98 £ 0,61 aAy 5,13 £ 0,28 aAa 5,26 + 0,28 aAap 5,12 + 0,28 aAa 5,56 + 0,36 aARy 5,70 £ 0,36 aAy
PT AB 5,68 + 0,41 aABy 5,11 + 0,31 aAa 5,47 +0,21 aAaB 5,37 + 0,37 aAaB 5,74 + 0,40 aABy 5,97 £ 0,51 aAy
(g dL’l) BO 5,93+ 0,45 aApB 5,12 + 0,33 aAa 5,30 £ 0,29 aAa 5,21 £+ 0,31 aAa 5,79 +£0,32 aAB 6,10 + 0,19 aBp
BB 5,81 £0,40 aAy 4,94 £ 0,28 aAa 5,30 £ 0,15 aAaBy 5,20 £ 0,14 aAap 5,50 + 0,26 aABy 5,78 + 0,36 aAy
A0 2,87 £0,25 aAap 2,99 + 0,35 aAap 2,87 £0,29 aAap 2,83 £0,39 aAa 2,92 + 0,39 aAap 3,17 £ 0,41 aAB
ALB AB 2,69 +£0,17 aAa 2,99 + 0,27 aAap 2,89 +0,12 aAap 2,97 £ 0,15 aAap 3,11 + 0,29 aABy 3,37 £0,35 aAy
(gdL™ BO 2,84 £0,19 aAa 2,98 £ 0,27 aAap 2,83 £0,22 aAa 2,84 £0,22 aAa 3,11 £+ 0,37 aAap 3,28 £0,35 aAB
BB 2,78 £ 0,21 aAa 2,84 + 0,25 aAa 2,73 +£0,13 aAa 2,83 +0,17 aAa 2,92 + 0,25 aAap 3,13 +0,29 aApB
A0 3,11 £ 0,66 aAy 2,14 £ 0,32 aAa 2,39 £ 0,16 aAap 2,29 £ 0,24 aAap 2,63 +0,15 aABy 2,53+0,12 aAB
GLOB AB 2,99 £ 0,40 aAy 2,12 £0,28 aAa 2,58 £ 0,17 bAB 2,40 £0,27 aAap 2,63 +0,24 aAB 2,60 £ 0,30 aAB
(gdL™) BO 3,09 + 0,48 aAB 2,14 + 0,29 aAa 2,47 + 0,23 aAdpy 2,37 £ 0,22 aAdp 2,68 £ 0,27 aABY® 2,82 +0,31 aBy®
BB 3,03 £0,35 aAy 2,10 £0,12 aAa 2,57 £0,16 aAB 2,37 £0,16 aAap 2,58 + 0,27 aAB 2,64 +£0,39 aAB
AO 1,13 + 0,56 aAd 1,90 £ 0,46 aAy 1,38 + 0,35 aAaBy 1,78 + 0,46 aABy 1,22 +0,16 aAa 1,34 + 0,55 aAaBy
PCR AB 1,83 +1,14 aAa 1,87 £ 0,26 aAa 1,46 £ 0,18 aAa 1,89 + 0,56 aAa 1,60 + 0,31 bAa 1,39 £ 0,50 aAa
(mg L™ BO 1,39 £ 0,61 aAap 1,91 + 0,48 aAy 1,32 + 0,43 aAap 1,66 + 0,37 aAByY 1,56 + 0,42 aBaBy 1,16 £ 0,27 aAa
BB 1,89 £ 0,62 aAa 2,14 + 0,60 aAa 1,79 £1,09 aAa 1,90 £ 0,87 aAa 1,56 + 0,40 aAa 1,30 £ 0,49 aAa
Continua...

TALT: alanina amino-transferase; FA: fosfatase alcalina; PT: proteinas totais; ALB: albuminas; GLOB: globulinas e PCR: proteina C reativa

2 AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e Bp: baixa densidade nutricional com $-glucanos
Letras mindsculas (A0 x AB; BO x BB); letras maitsculas (AO x BO; AB x BB); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)

% Média + desvio padréo (n=9); teste de Bonferroni (P<0,05)
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Momentos de Colheita

4

Variavel Dietas * Colheita 1 Colheita 2 Colheita 3 Colheita 4 Colheita 5 Colheita 6

20 22,00 (14,00; 33,00) 24,00 (10,00; 28,00) 14,00 (12,00; 20,00) 20,00 (18,00; 26,00) 28,00 (15,00; 39,00) 17,00 (12,00; 30,00)

aAap aAap aAa aAap aAB aAap
A 22,00 (16,00; 26,00) 25,00 (14,00; 30,00) 13,00 (12,00; 17,00) 23,00 (18,00; 27,00) 32,00 (23,00; 60,00) 23,00 (12,00; 31,00)

Uréia aAa aAap aAa aAap aAB aAap
(mg dL ™) BO 21,00 (15,00; 32,00) 27,00 (16,00; 37,00) 16,00 (14,00; 19,00) 21,00 (16,00; 26,00) 33,00 (21,00; 278,00) 23,00 (16,00; 89,00)

aAap aAap aAa aAap aAB aAap
BB 17,00 (13,00; 32,00) 22,00 (12,00; 36,00) 15,00 (12,00; 33,00) 22,00 (16,00; 25,00) 30,00 (16,00; 114,00) 26,00 (19,00; 32,00)

aAap aAap aAa aAap aAB aAap
A0 1,05 (0,68; 1,11) aAB 0,82 (0,70; 1,10) aAaB 0,71 (0,61; 0,92) aAa 0,75 (0,65; 0,84) aAa 0,93 (0,79; 1,74) aAB 0,96 (0,91; 1,18) aAB
Creatinina AR 0,96 (0,82; 1,16) aAB 0,80 (0,70; 1,00) aAap 0,69 (0,56; 0,80) aAa 0,70 (0,58; 0,81) aAa 0,94 (0,73; 1,90) aAB 0,96 (0,78; 1,17) aAB
(mg dL ™) BO 0,95 (0,79; 1,15) aAB 0,88 (0,78; 1,02) aAa 0,73 (0,65; 0,81) aAa 0,71 (0,61; 0,80) aAa 0,97 (0,89; 8,80) aAB 1,02 (0,88; 2,43) aAB
BB 0,92 (0,79; 1,10) aAaB 0,84 (0,76; 0,90) aAaB 0,78 (0,62; 0,93) aAa 0,75 (0,65; 0,83) aAa 0,98 (0,83; 1,78) aAB 0,96 (0,85; 1,15) aAB

T AO: alta densidade nutricional sem B-glucanos; AB: alta densidade nutricional com B-glucanos ; BO: baixa densidade nutricional sem B-glucanos e B@: baixa densidade nutricional com B-glucanos
Letras mindsculas (A0 x AB; BO x BB); letras maiUsculas (A0 x BO; AB x BB); letras gregas (Colheita 1 x Colheita 2 x Colheita 3 x Colheita 4 x Colheita 5 x Colheita 6)

2 Mediana (valor minimo; valor maximo) (n=9); teste de Dunn (P<0,05)
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Embora a aplicagdo de LPS acarrete um quadro imediato de catabolismo
protéico em resposta a inflamacgéo aguda (Feingold e Grunfeld, 1992; Spurlock et al.,
1997), a diminui¢cdo dos niveis de uréia trés dias apds a aplicacdo de LPS (terceira
colheita de sangue) e sete dias apds a aplicacdo de LPS (sexta colheita de sangue),
sugere que os aminoacidos provenientes das dietas experimentais foram melhor
aproveitados para atenderem as exigéncias para o crescimento dos leitdes, bem como
para a sintese celular e dos compostos nitrogenados exigidos para atender a ativacado

do sistema imune (Feingold e Grunfeld, 1992).

4. Conclusdes

As dietas de baixa densidade nutricional fornecidas foram suficientes para
atender as necessidades de aminoacidos e energia para a sintese de anticorpos e
proteinas de fase aguda. Os efeitos dos beta-glucanos de Saccharomyces cerevisiae
observados no hemograma e variaveis bioguimicas durante 38 dias de experimento

nao foram suficientes para comprovar sua agcao imunomoduladora.
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Tabela 7. Valores de referéncia para os parametros eritroleucomeétricos e bioquimicos

de suinos’.
Parametros Valores
Eritrécitos (x 10° pL™) 5,0-8,0
Hemoglobina (g dL™) 10,0 - 16,0
Hematdcrito (%) 32,0-50,0
HCM? (pg) 16,6 — 22,0
VCM? (fL) 42,0-62,0
CHCM* (%) 30,0 - 34,0
Leucdcitos (x 10° pL™) 11,0 - 22,0
Bastonetes (céls uL™) 0,0 — 800
Neutrdfilos (céls pL™) 3.200 — 10.000
Linfécitos (céls pL™) 4.000 — 13.000
Mondcitos (céls pL™) 100 — 2.500
Eosindfilos (céls pL™) 50 — 2.000
Basofilos (céls uL™) 0,0 — 400
Segmentados (céls pL™) 2.500 — 23.000
Plaquetas (céls uL™) 200.000 — 663.000
Imunoglobulina G (mg dL™) 1.700 — 2.900
Imunoglobulina M (mg dL™) 100 — 500
Uréia (mg dL™) 21,0 - 64,0
Creatinina (mg dL™) 1,0 -2,70
Proteinas totais (g dL™) 2,25 -8,40
Albuminas (g dL™) 0,36 — 4,30
Globulinas (g dL) 1,75-5,86
Alanina amino-transferase (U.l. L) 21,0-94,0
Fosfatase alcalina (U.I. L™ 118 — 891

* Adaptado de Miller et al. (1961); Tumbleson et al. (1986); Friendship & Henry, 1992; Jain, 1996; Kaneko et al. (1997); Feldman et al.

(2000); Tizard (2002).
2HCeMm: Hemoglobina Corpuscular Média
3 VCM: Volume Corpuscular Médio

4 CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média
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IMPLICACOES

Nesta pesquisa levantou-se a hipétese da acdo imunomoduladora dos beta-
glucanos administrados em dietas com diferentes densidades nutricionais sobre o
desempenho e parametros sanguineos, imunologicos, bioguimicos, morfométricos
intestinais e peso de 6rgaos de leitdes.

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem acéo dos beta-glucanos na resposta
imune sdo necessarios novos estudos para comprovar seus efeitos estimulatérios e
regulatérios visando a melhoria em longo prazo da resisténcia dos leitdes aos
patdgenos prejudiciais ao seu potencial produtivo.

Os dados desta e de outras pesquisas, contudo, ndo dao suporte cientifico que
justifique o uso deste aditivo em dietas para leitbes desmamados. As diferencas nos
resultados das pesquisas provavelmente estdo relacionadas com a idade, condicbes
de criacdo e nutricionais dos animais, dosagens usadas nos experimentos, duracdo do
periodo experimental e as fontes dos beta-glucanos utilizados. Além disso, o préprio
método de extracdo pode determinar diferentes respostas entre os Varios beta-
glucanos isolados da mesma fonte.

Com relacdo as densidades nutricionais das dietas avaliadas neste estudo, as
de baixa densidade nutricional foram suficientes para atender as exigéncias de
aminoacidos e energia para a sintese de anticorpos e proteinas de fase aguda, bem

como para o crescimento dos leitdes.



