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ASSOCIACAO DE B-GLUCANOS E MANANOLIGOSSACARIDEOS (MOS) COMO
ALTERNATIVA AOS ANTIMICROBIANOS MELHORADORES DE DESEMPENHO
PARA LEITOES RECEM-DESMAMADOS

RESUMO

O mercado suinicola vem crescendo progressivamente e para otimizar a producao
animal, faz-se uso de antimicrobianos melhoradores de desempenho. Contudo, o
seu uso sem restricbes vem ocasionando preocupacdes com a possivel resisténcia
bacteriana cruzada. Dessa forma, iniciou-se a proibicdo total do uso desses aditivos
na Unido Europeia, levando os pesquisadores a buscarem por alternativas que
venham trazer os mesmos beneficios dos tradicionais antimicrobianos melhoradores
de desempenho. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da associagcao de B-
glucanos + mananoligossacarideos (MOS) e de um antimicrobiano melhorador de
desempenho (clorohidroxiquinolina), adicionados a racédo de leitdes desmamados,
sobre o desempenho zootécnico, ocorréncia de diarreia, morfologia do epitélio
intestinal, pH do conteldo digestério, morfometria de Orgdos e parametros
hematolégicos. Foram utilizados120 leitbes desmamados aos 21 dias de idade com
peso inicial de 6,33 + 0,49 kg e peso final de 18,71 + 2,41kg, machos e fémeas,
distribuidos em um delineamento em blocos completos casualizados, recebendo
cinco tratamentos com seis repeticdes (blocos) por tratamento e quatro leitdes por
unidade experimental. Os tratamentos estudados foram: 120 mg/kg de
clorohidroxiquinolina (tratamento antimicrobiano - ANT); O (controle negativo); 1000,
2000 e 3000 mg/kg de B-glucanos + MOS, adicionados a uma dieta basal. Ao final
do periodo experimental de 35 dias, apds jejum soélido de 8h, foi abatido um animal
por unidade experimental para coleta de tecidos e 6rgdos. Para determinar 0s
efeitos da associacao de B-glucanos +MOS adicionados na dieta, em substituicdo ao
antimicrobiano, sobre a maioria dos parametros avaliados foi realizada ANOVA,
contrastes ortogonais e o teste de Dunnet. Para o desempenho zootécnico, 0s
leitdes do tratamento antimicrobiano apresentaram melhor conversao alimentar que
os do tratamento 3000mg/kg(P<0,05). Nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos (P>0,05) sobre a ocorréncia de diarreia (OD) e o pH do conteudo
digestério. De maneira geral, para a morfologia estrutural, o grupo ANT possibilitou
maior profundidade de criptas no duodeno dos leitdes (P<0,05), quando comparado
com os do grupo controle negativo e o do grupo 3000mg/kg. Na morfologia
ultraestrutural, os leitbes alimentados com 3000mg/kg apresentaram maior
densidade de vilos (DV) no duodeno (P<0,01) comparado aos alimentados com
dietas contendo ANT. No jejuno, a maior DV (P<0,01) foi constatada nos leitbes do
grupo ANT quando comparado aos do tratamento 1000 e 3000mg/kg. Para a
morfometria de 6rgdos, os animais dos tratamentos ANT, 1000 e 3000mg/kg
apresentaram maior peso relativo do baco (P<0,05) em relacdo aos do tratamento
controle negativo. Para a analise hematoldgica, os leitbes do grupo 3000mg/kg
apresentaram maior contagem de eosindfilos (P<0,01) quando comparados com 0s
do grupo ANT. Com base nos resultados atuais, o nivel de 3000mg/kg de B-glucanos



+ MOS € ndo sdo uma alternativa viavel aos antimicrobianos que melhoradores de
desempenho na dieta dos leitdes.

Palavras-chave: Aditivos. Nutricdo Animal. Prebiético. = Saccharomyces
cerevisiae.Suinos.



ASSOCIATION OF B-GLUCANS AND MANANOLIGOSACCHARIDES (MOS) AS
ALTERNATIVE TO ANTIMICROBIALGROWTH PROMOTERS TO WEANLING
PIGS

ABSTRACT

The swine's market is growing progressively. To optimize animal production,
antimicrobial growth promoters (AGPs) are being used, though its unrestricted use
has led to concerns about possible residues in meat and possible cross-bacterial
resistance. In this way, they were banned of animal productionin the European
Union, leading researchers to seek for alternatives that bring the same benefits as
AGPs. The main goal of this essay was to evaluate the effects of the association of
B-glucans + mananoligosaccharides (MOS) and an AGP (chlorohydroxyquinoline),
added to the diet of weaned piglets, on growth performance, diarrhea ocurrence,
intestinal morphology, pH of the digestive contents, organ morphometry and
haematological parameters. A total of 120 weaned piglets (age, 21 days,body weigh,
6.33 £ 0.49 kg and final weigh 0f18,71 + 2,41kg), male and female, were distributed
in a randomized complete block design, receiving five treatments with six replicates
(blocks) per treatment and four piglets per experimental unit. The treatments studied
were: 120 mg/kg of chlorohydroxyquinoline (antimicrobial treatment - ANT); O
(negative control); 1,000; 2,000 and 3,000 mg/kg of B-glucans + MOS, added in a
basal diet. At the end of the 35-day experimental period, after an 8-h fast, one animal
per experimental unit was slaughtered for tissue and organ collection. To determine
the effects of the association of B-glucans + mannanoligosaccharides (MOS) in the
diet, in the replacement of the antimicrobial, on the majority of the evaluated
parameters ANOVA, orthogonal contrasts and the Dunnet test were performed. For
the growth performance, the piglets of antimicrobial treatment presented better feed
conversion than those of the treatment 3,000 mg/kg (P<0.05). There were no
differences betwen the treatments (P>0.05) on the diarrhea ocurrence (OD) and pH
of the digestive contents. In general, for the structural morphology, the ANT group
allowed a greater depth of crypts in the duodenum of the piglets (P<0.05) when
compared to the piglets of the negative control group and the 3,000 mg/kg group. In
the ultrastructural morphology, piglets fed 3,000 mg/kg presented higher villus
density (DV) in the duodenum (P<0.01) compared to those fed ANT diets. In the
jejunum, the greater DV (P<0.01) was observed in piglets of the ANT group when
compared to those of treatment 1,000 and 3,000 mg/kg. For organ morphometry,
animals of the ANT treatments, 1,000 and 3,000 mg/kg had a higher relative spleen
weight (P<0.05) than the animals of negative control treatment. For the hematological
analysis, the piglets of the 3,000 mg/kg group had a higher eosinophil count (P<0.01)
when compared to the ANT group. Based on the present results, 3000 mg/kg of a
prebiotic are not a viable alternative to performance-enhancing antimicrobials in the
diet of piglets.

Keywords: Additives. Animal nutrition. Prebiotic. Saccharomycescerevisiae. Swine.



1
2
3

SUMARIO

INEFOAUGEIO ... 13
(O 012U\ o €T - | 15
ReVis80 BIblIOGrafiCa...........coooviiiiiii 16
3.1 Desenvolvimento Do Sistema ImunolOgiCo ...........ccevvvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee, 16
3.2 Sistema Imune INato dO LEItAO..........coviiiiiiiiiiiiie e 17
3.3 Sistema Imune Adquirido dO LEItAO .......ccevvvrviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19
3.4  Morfologia INteStinal ...........oooviiiiiiiiiii 20

3.5 Influéncia do Desmame na Integridade Intestinal (Vilosidades e Criptas)....21

3.6 Antimicrobianos Melhoradores de Desempenho e Possiveis Alternativas a

S 0T LU 1] 2= Lo > o 22
3.7 Os B-Glucanos e sua Utilizacdo Na Dieta Animal ...........ccoooeevvvviiiiiiiinieeenn. 25
3.8 Os Mananoligossacarideos (MOS) e sua Utilizacdo na Dieta Animal.......... 28
RETEIBINCIAS ...ttt 30
1 INTRODUCGTION. ...t e e e e e e eeaa s 39
2  MATERIALS AND METHODS ...t e 40
2.1 Animals and experimental design ............oouiiiiiiii i 40
2.2 Composition of experimental diets and treatments ..............ccceevvvvvviieeeeeenn, 41
2.3 Performance and occurrence of diarrhea.........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 42
2.4  Hematological analySEsS ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 42
2.5 pH of digestive content and organ morphometry.........cccccccvvvviiiiiiiiiiiiinennnen. 43
2.6 Intestinal mMorphology ... 43
2.7  Statistical analySIS.........ccouiiiiiiiiiiiiii 44
3  RESULTS AND DISCUSSION ...ttt e e 45
3.1 Performance and occurrence of diarrhea.........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 45
3.2 Hematological analySes ..........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 48

3.3 Organ morphometry and pH of digestive content.............cccoeevevvviiiieeeiinnnnnn. 48



3.4 Intestinal MOrPhOIOgY ......ccooviiiiiiiie e
I 1 N[0 I 1 1] [ N S UEERRR
5 REFERENCES.. ...ttt e e e e e e e e e es

REFERENCIAS



13

1 Introducéao

O mercado da suinocultura encontra-se em ascendéncia mundial e o Brasil se
destaca nesse crescimento. A melhora da qualidade das instalagdes, do manejo dos
animais, da nutricdo, da genética e do marketing colaboram no aumento da aceitacao
e consumo da carne suina. No Brasil, a carne suina € a terceira mais consumida,
ficando atrds da carne bovina e de aves (ABPA, 2016). O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tem uma previsdo de que até o ano de 2018/2019,
a producao nacional de carne aumente 2,84%, mantendo o pais como o0 quarto maior
produtor e exportador de carne suina do mundo.

Para que os suinocultores consigam uma producédo eficiente é necessario que
ocorra o controle dos patégenos dentro da granja, principalmente na maternidade ena
creche, pois a mortalidade nessas fases acarreta em grandes prejuizos para 0sS
produtores. Varios fatores levam a um quadro de diarreia que se instala, diminuindo o
desempenho e podendo levar o leitdo a O&bito.Dessa forma, a utlizacdo de
antimicrobianos como melhoradores de desempenho foi amplamente utilizada durante
muitos anos em doses subterapéuticas na alimentacdo dos leitdes dentro da
producdo, visando principalmente reduzir os prejuizos relacionados a desmama
precoce (LORA GRANA et al., 2010).Contudo, devido ao uso exacerbado e periodo
prolongado e o0 ndo respeito ao periodo de caréncia para o abate e comercializacdo
da carne,pode acarretar na resisténcia bacteriana cruzada,levando a discussdes da
sua utilizacao nas racdes animais(CHIQUIERI et al., 2007).

Diante dessas discussoes, em janeiro de 2006, iniciou-se a proibicdo total de
antimicrobianos melhoradores de desempenho na Unido Europeia. Com isso, varias
sdo as buscas por alternativas naturais, as quais visam ter efeito semelhante ou até
melhores que os antimicrobianos, sem a ocorréncia de resisténcia bacteriana(ALBINO
et al., 2006; COSTA; TSE; MIYADA, 2007). Dentro dessas alternativas, vem sendo
estudado os efeitos imunomoduladores, antibacterianos e anti-inflamatorios de
probidticos, prebidticos, acidos organicos, 6leos essenciais e extratos vegetais.

Os B-glucanos e os mananoligossacarideos (MOS) sdo prebioticos, derivados
da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisae. Sao carboidratos de dificil
digestdo para os animais nao-ruminantes, resistentes a degradacao enzimatica, que

chegam ao intestino delgado integros para exercerem suas fungdes. Os [B-glucanos
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atuam principalmente na estimulacdo do sistema imunolégico, porém, também
possuem acao anti-inflamatéria e antibidtica (BROWN;GORDON, 2003). Os
mananoligossacarideos, em contrapartida, atuam como moduladores da microbiota
intestinal ao se acoplarem aos sitios de ligacdo das bactérias que se acoplariam aos
enterocitos, além de reduzir a renovacdo da mucosa intestinal, colaborando com o
melhor desempenho dos animais (ALBINO et al., 2006; SPRING et al., 2000).

Portanto, o estudo da associagao entre os 3-glucanos e os MOS na dieta de
suinos, é interessante pois esses aditivos demonstram resultados benéficos sobre o
sistema imune, na manutencdo ou melhora da saude intestinal e no desempenho
desses animais alimentados com esses prebidticos.

O experimento em questdo aborda uma alternativa aos antimicrobianos
melhoradores de desempenho, perante a proibicdo ao uso desses aditivos na
alimentacdo animal. O trabalho possui sua importancia cientifica e pratica, pois além
de contribuir com novos dados para a comunidade cientifica, visa também a utilizacéo
desses prebidticos nas granjas comerciais, buscando o melhor desempenho dos

animais, sem comprometer o produto final.



2 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da associagdo de [B-glucanos + mananoligossacarideos
(MOS) como uma alternativa aos antimicrobianos melhoradores de desempenho,
adicionados a racdo de leitbes desmamados, sobre o desempenho zootécnico, a
ocorréncia de diarreia, a morfologia do epitélio intestinal, o pH do conteudo digestorio,

a morfometria de 6rgdos e os parametros hematologicos.



3 Reviséao Bibliogréfica

3.1 Desenvolvimento Do Sistema Imunoldgico

A palavra imunidade deriva do latim immunitas, que significa protecdo. Dessa
forma, as células de defesa do organismo ao serem ativadas, em conjunto, é
denominado de sistema imunologico (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). A
composicdo do sistema imune é uma combinacdo de barreias fisicas e bioquimicas,
leucécitos, linfocitos, proteinas do sangue (fracdes do sistema complemento) e
citocinas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; TIZARD,2014).

O sistema imune exerce uma dupla funcdo dentro do organismo: ter uma
reposta segura a qualquer antigeno infeccioso (virus, bactérias, protozoarios e
helmintos) ou antigenos estranhos néo infecciosos (alimentos, poeira, venenos de
insetos, dentre outros) que afetam o organismo, evitando uma reposta imune a
antigenos proprios, ou seja, evitando que o sistema imune ataque as proprias células
do organismo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; AHMED; SCHUIG, 2014). Dessa
forma, o sistema imune tem como funcdo primordial a protecdo e defesa do
organismo de cada individuo. Com o sistema imunoldgico debilitado, ndo estando em
sua total funcionalidade, infec¢cdes simples podem levar o animal ao 6bito (ABBAS,;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; PARHAM, 2011).

As defesas do organismo sdo divididas em duas: imunidade inata (ndo
especifica) e imunidade adquirida (especifica) (TIZARD, 2014). A resposta da
imunidade inata é rapida, entretanto, é especifica para estruturas de microrganismos
semelhantes aos encontrados no préprio organismo, nao conseguindo fazer distincdo
de pequenas diferencas entre outras substancias estranhas das ja conhecidas pelo
sistema imune do animal, ndo armazenando memdria. Em contrapartida, a imunidade
adquirida se desenvolve mais vagarosamente, em conjunto com o crescimento do
animal, que tera contato com microrganismos, apresentando uma defesa mais tardia
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Na Figura 1, é possivel entender como

basicamente funciona o sistema imunolégico.
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Microrganismos e . . . L
invasores Barreira fisica Imunidade inata Imunidade adquirida
; x Producéo de anticorpos
I_ Pele, auto limpeza, Inflamacao, I_ e imunidade mediada

microbiota normal defensinas, lisozinas por células

Figura 1. Esquema da defesa do organismo contra patbgenos
Fonte: TIZARD, 2014.

3.2 Sistema Imune Inato do Leitao

O sistema imune inato consiste na primeira linha de defesa, ou seja, j& nasce
com o animal. O organismo percebe que as bactérias e 0s virus possuem estrutura e
composicao bioquimica diferente do seu tecido natural, mesmo sem nunca ter entrado
em contato com tais microrganismos. Esse sistema tem como principais
caracteristicas: a resposta instantdnea contra microrganismos externos, a nao
especificidade e as barreiras fisicas, quimicas e celulares (AHMED;SCHUIG, 2014;
TIZARD, 2014).

Como primeira barreira fisica na linha de defesa contra os microrganismos tem-
se a pele e superficies das mucosas internas (mucosa do trato gastrintestinal - TGI,
trato urinario e sistema respiratério). A pele serve como uma defesa nao imunolégica,
devido sua descamacdo constante, ndo ocorrendo assim a adesdo de bactérias. Na
pele ocorre a secrecdo de sebo proveniente das glandulas sebaceas, reduzindo eou
mantendo o pH da pele, que nao favorece a adesdo ou multiplicacdo de
microrganismos. Além da defesa fisica, quando lesada, a pele aciona uma resposta
inflamatoria de defesa, composta principalmente por macrofagos, neutrofilos e células
dentriticas. As mucosas atuam também como barreiras fisicas e quimicas.
Fisicamente devido ao muco produzido pelo TGI, trato urogenital e sistema
respiratorio, evitando dessa forma adeséo bacteriana. Bioquimicamente, 0 mecanismo
de defesa das mucosas varia conforme o tecido. No TGlI, além do muco, tem-se o
suco gastrico que possui baixo pH e o suco digestivo do intestino com alta taxa de
enzimas, dentre essas a lisozima, que possui atividade antibacteriana devido a
capacidade de hidrolisar a parede celular de algumas bactérias. No TGI ocorre, ainda,

a existéncia de bactérias ndo patogénicas que competem pelos sitios de ligacédo e
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que produzem &acidos como butirico e lactico, mantendo o pH &acido, tornando o
ambiente ndo favoravel para o desenvolvimento de bactérias patogénicas (ABBAS,
2008; AHMED;SCHUIG, 2014; BASAR et al., 2007; TIZARD, 2014).

Em suinos, a placenta é um 6rgao que funciona como uma barreia imunoldgica
para os leitdes, protegendo contra patdbgenos externos e contra uma propria rejeicao
do sistema imune da mae. Porém, ocorre a impossibilidade da transferéncia das
imunoglobulinas da mée para o feto via placenta, devido a sua estrutura histolégica:
endotélio capilar fetal, tecido conjuntivo fetal, epitélio coribnico fetal,epitélio
endometrial materno, tecido conjuntivo materno e endotélio capilar materno (MIGLINO
et al., 2001; NETO et al.,, 2001;ROOKE; BLAND, 2002).A transferéncia de grande
parte dos anticorpos é feita através do colostro da matriz para o leitdo.O colostro é a
fonte de anticorpos principal do neonato, de modo que a ingestdo do colostro &
essencial para adquirir a imunidade passiva, proveniente da mae(NETO et al., 2001;
ROOKE; BLAND, 2002; WAGSTROM; YOON; ZIMMERMAN, 2000).

A imunidade passiva que auxiliard na imunidade do leitdo é realizada através
da absorcdo das imunoglobulinas IgG e IgA, células fagocitarias (neutrofilos,
macrofagos), linfocitos T e B, lactoferrina, citocinas e lisozimas presentes no colostro.
A absorcdo dessas macromoléculas é realizada através do intestino, indo
rapidamente para a corrente sanguinea, porém, a absorcdo s6 é possivel por um
curto periodo. As imunoglobulinas sao absorvidas livremente até 12 horas apos a
primeira mamada e, logo em seguida, inicia-se uma reducdo na permeabilidade para
a entrada de macromoléculas no epitélio intestinal dos leitdes, ocorrendo absorcdo
até as 36 horas posteriores a primeira mamada (SANGILD, 2003; SPEER, 1957;
WAGSTROM; YOON; ZIMMERMAN, 2000). A IgG é a imunoglobulina encontrada em
maior quantidade nos colostros, porém, no decorrer da lactacdo, a quantidade é
reduzida, pois no leite ocorre maior concentracao de IgA (TIZARD, 2014).

E sabido que a ingestdo das imunoglobulinas ndo é suficiente para manter o
neonato livre de infeccdes. E necessario que o organismo reaja suficientemente
rapido contra qualquer patdgeno que venha invadir o sistema imune. Porém, o
sistema imunoldgico do leitdo encontra-se, ainda, imaturo, passando por adaptactes
para reagir a esses desafios externos (BAILEY et al., 2005).

Contudo, a imunidade passiva do leitdo € reduzida apdés 21 dias do
nascimento, periodo que coincide com o desmame. Nessa fase, as imunoglobulinas

circulantes vindas da mée séo reduzidas, seguido da imunossupressao do animal,
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deixando-o0 mais suscetivel a infeccdes (LORA GRANA et al., 2010). Nesse momento,
a imunidade do animal ja& comprometida € ainda agravada devido ao estresse
causado pelo desmame, em conjunto com a mudanga alimentar e a mudanga
hierarquica, fatores que podem colaborar na instalagcdo de um quadro da sindrome da
diarreia pos-desmame (SDPD), refletindo diretamente no desempenho do animal
(MORES; AMARAL, 2001).

3.3 Sistema Ilmune Adquirido do Leitéo

O sistema imune adquirido, ao contrario do sistema imune inato, tem a
capacidade de memorizacéo e reconhecimento de algum microrganismo invasor, para
gue possa ser eliminado. Assim, com uma segunda infeccdo, a resposta imunolégica
torna-se mais répida e efetiva devido a essa memorizacao (TIZARD, 2014).

No sistema imune adquirido, ocorre a ativacdo principalmente dos linfécitos B e
T. Essas células sdo provenientes de células-tronco multipotentes, localizadas na
medula 6ssea dos 0ssos longos, que dardo origem as células-tronco mieloides e
linfoides. Células mieloides originardo mondcitos que apds o amadurecimento no
musculo tornardo células dentriticas e macrofagos, enquanto que células-tronco
linfoides originardo linfocitos B, T, células natural killer (NK) e células dentriticas
linfoides (AHMED;SCHUIG, 2014).

Os linfécitos B amadurecem parcialmente na medula éssea, caindo na corrente
sanguinea e alojando-se nos 6rgaos linfoides para completar sua maturacao. Nos
suinos, a maturacao é especificamente nas placas de Peyer (ABBAS, 2008; AHMED;
SCHUIG, 2014; SINKORA; BUTLER, 2009). Quando ja maduros, tem por funcéo
produzir as imunoglobulinas (anticorpos). Estas sdo compostas essencialmente por
quatro moléculas de glicoproteinas, que sao primordiais para o funcionamento do
sistema imunoldgico adquirido, pois 0s anticorpos se ligam aos antigenos, induzindo a
resposta imune. Podem ser encontradas nas superficies dos linfécitos B ou
circulantes na corrente sanguinea apos serem liberadas da superficie da célula. Os
anticorpos derivados das células B estao divididos nas seguintes classes: IgE, IgM,
IgA, 1gG e IgD (ABBAS, 2008; AHMED; SCHUIG, 2014; WOOD, 2006).

Na espécie suina ja foram descritas quatro classes de imunoglobulinas (lgs) -

IgM, IgG, IgA e IgE - sendo as trés primeiras mais conhecidas e importantes. A 1gG é
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a unica que apresenta subclasses, sendo 1gG1, 19gG2, IgG3, IgG4, IgG5 e IgG6. A IgG
€ a imunoglobulina encontrada em maior quantidade no soro, seguida da IgM, que é
produzida apdés um primeiro contato com um novo antigeno, e IgA que é encontrada
em grande quantidade em fluidos corporais, como a saliva, o leite e fluidos presentes
no intestino, conferindo assim uma protecdo a saude intestinal. A IgE encontra-se em
menor quantidade no soro e esta ligada diretamente a processos alérgicos (BUTLER
et al., 2009; TIZARD, 2014; WOOD, 2006).

Os linfocitos T sdo originados na medula 6ssea e migram até o timo para
completar a sua maturacdo e, ap6és maturada, caem na corrente sanguinea e se
alojam nos orgdos linfoides. Quando maturadas, adquirem marcadores de
superficie(CD4ou CD8), que sdo essenciais para ativacdo dos linfocitos T. Ao
contrario dos linfécitos B, os linfécitos T ndo produzem anticorpos, tendo como
funcdo, a secrecdo de citocinas para defesa do organismo contra patégenos
intracelulares, acionamento de outras células de defesa e co-ordenacdoda resposta
imune (ABBAS, 2008; AHMED; SCHUIG, 2014; SINKORA;BUTLER, 2009).

Os linfocitos T podem apresentar diferentes funcbes de acordo com a sua
diferenciacdo, sendo divididos em: células T-helper ou auxiliares e linfécitos T
citotoxicos. Quando algum patdgeno entra no organismo, as células T auxiliares
secretam as citocinas, que € um tipo de proteina que estimula a propagacao dos
linfécitos T e estimula ativacdo dos leucdcitos, macréfagos e linfocitos B. Ao mesmo
tempo, os linfocitos T citotdxicos destroem as células que estdo infectadas pelo
patégeno (ABBAS, 2008; TIZARD, 2014).

3.4 Morfologia Intestinal

De acordo com Junqueira e Carneiro (2013) os vilos, ou vilosidades intestinais,
sdo projecbes alongadas da mucosa em direcdo ao lumen do intestino, medindo
cerca de 0,5-1,5 mm. Entre os vilos existem as criptas, que sdo pequenas aberturas
de glandulas tubulares simples entre as vilosidades, denominadas também de
glandulas intestinais.

Nos suinos, a morfologia das vilosidades intestinais no intestino delgado (ID),
em comparagdo com o intestino grosso (IG) é bem distinta. No ID ha grande

guantidade de vilosidades no duodeno até o meio do jejuno, diminuindo a quantidade
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no ileo, onde as vilosidades sdo menos encontradas. Em contrapartida, no IG nao se
encontram vilosidades intestinais. Nessa porcdo do intestino a lamina propria
encontra-se mais espessa e as criptas sdo mais profundas em relacédo ao ID e ricas
em células caliciformes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; YEN, 2000).

A presenca de pregas, vilosidades e microvilosidades no ID aumentam
consideravelmente a superficie de revestimento intestinal, uma caracteristica
importante em um 6érgéo onde a absorgdo ocorre tdo intensamente. Estima-se que as
pregas aumentam a superficie de contato intestinal com a digesta em cerca de trés
vezes, as vilosidades em 10 vezes e as microvilosidades em 20 vezes a superficie de
contato do 6rgdo com o conteudo do lumen, do qual ir4 retirar os nutrientes,
demonstrando assim a importancia da integridade dessas vilosidades na absorcéo
dos nutrientes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Ainda em forma de macromoléculas, o alimento ingerido sofre a acdo de
enzimas digestivas, solubilizando-as e transformando-as em moléculas simples. A
absorcdo dos produtos provenientes da digestdo ocorre pelas células epiteliais de
revestimento presentes nas vilosidades intestinais, chamadas de enterdcitos. Os
nutrientes sao carreados para o sistema vascular para distribuicdo. A absorcdo de
nutrientes ocorre principalmente na metade superior do intestino delgado, dado a
regido mais exposta ao limen e o conteddo com os nutrientes. A absorcao também é
facilitada pelos movimentos intestinais, fazendo com que ocorra maior contato do
conteddo com as vilosidades (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; KLEIN, 2014).

3.5 Influéncia do Desmame na Integridade Intestinal (Vilosidades e Criptas)

Os leitbes entre 0 seu nascimento e o desmame podem ganhar em media 200
a 240g/dia de peso. Entre 21 e 28 dias, periodo onde habitualmente ocorre o
desmame, os leitdes podem ganhar 300g/dia,porém, é nessa fase em que o leitdo
perde mais peso (LORA GRANA et al., 2010).Segundo Pluske, Hampson e
Williams(1997) e Scandolera et al. (2005), o periodo do desmame € o0 mais critico,
pois € o momento no qual ocorre uma grande modificagcdo no padrdo da dieta dos
leitbes e no consumo de ragdo. Essa modificacdo leva a alteracdo na bioquimica e
histologia intestinal, além da reducdo temporaria na ingestdo de alimentos pelos

leitdes devido a mudanca da alimentacdo (inicialmente liquida — apenas leite e



22

mudando para racdo seca) diminuindo, dessa forma, a capacidade de absorcéo do
intestino delgado.

Outras alteragcdes como separacdo da mae, formagéo de nova hierarquia social
pela mistura de leitbes de vérias leitegadas e novo ambiente causam maior estresse
aos leitbes (MENDES et al., 2010; MORES; AMARAL, 2001). Essas modificacdes,
associadas a reducdo no consumo da dieta e queda da imunidade,poderéo influenciar
diretamente na mucosa intestinal, causando maior descamacédo das vilosidades,
deixando-as atrofiadas e promovendo aprofundamento das criptas, diminuindo dessa
forma a relacao vilosidade/cripta. Esses fatores irdo gerar interferéncias na digestéao e
absorcdo dos nutrientes, ocasionando diarreia, desidratacdo e subnutricdo. Todos
esses acontecimentos estdo relacionados a menor superficie do vilo (PLUSKE;
HAMPSON; WILLIAMS, 1997; SCANDOLERA et al., 2005).

Ainda sobre a atrofia dos vilos, de acordo com Costa (2005) esse encurtamento
das vilosidades intestinais afetara o desempenho dos leitbes, principalmente no
ganho de peso, pois as proteinas e energias que seriam designadas a producdo de
carne serdo redirecionadas a regeneragao dos vilos, sendo assim, menos nutrientes
seriam destinados ao desenvolvimento do leitdo e ao seu ganho de peso. Desse
modo verifica-se queda no crescimento dos leitdes, aumento da mortalidade e
acréscimo no custo da producéo devido a compra de medicamentos/antimicrobianos
para o tratamento dos animais, causando prejuizos econdmicos aos produtores
(McORIST, 2005).

3.6 Antimicrobianos Melhoradores de Desempenho e Possiveis Alternativas a
sua Utilizagcéao

Os antimicrobianos sdo substancias provenientes de microrganismos como
leveduras, fungos e também por outras bactérias, conhecidos como naturais,
existindo ainda os que podem ser sintéticos, considerados como substancias
quimicas. A utilizacdo desses compostos inibe o crescimento bacteriano, ou seja,
previne ou reduz alguma infeccdo que acometa o organismo animal (GONZALES,;
MELLO; CAFE, 2012; LORA GRANA, 2006 ; MELO; DUARTE; SOARES, 2012).
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O antibimicrobiano na alimentacdo animal tem por funcdo, também, modular a
microbiota intestinal. Quando existe o equilibrio da microbiota, ocorre uma melhora do
epitélio intestinal, visto que ocorre uma reducdo da descamacdo das vilosidades.
Dessa forma, o animal aproveita todo nutriente para melhorar seu desempenho ao
invés de usar a energia para recuperacdo das vilosidades e funcfes fisiolégicas
(MORES, 2014).

Para auxiliar na escolha do aditivo a ser utilizado como melhorador de
desempenho dos animais, deve-se levar em consideragcdo o custo do produto e a
seguranca da sua utilizacdo. Sabe-se que o custo:beneficio € positivo para a
utilizacdo dos antimicrobianos como aditivo na producdo animal, porém, a sua
utilizacdo comecgou a ser indagada a partir do momento em que verificou-se uma
menor seguranga em seu uso, devido a sua utilizagdo indiscriminada na producao
animal (ALBINO et. al., 2006).

Os antimicrobianos, como melhoradores de desempenho, foram amplamente
utilizados durante muitos anos. Seu uso em doses subterapéuticas é fundamental na
suinocultura, devido ao seu poder de agdo sobre os microrganismos patogénicos,
reduzindo dessa forma os prejuizos relacionados ao desmame precoce (LORA
GRANA et al., 2010).Entretanto, a utilizacdo destes produtos tem sido discutida
devido a possibilidade de riscos a saude humana e animal e devido ao seu uso
acentuado, levando a possivel resisténcia bacteriana cruzada. Em fungéo de tal
possibilidade, fez-se necessaria a instalacdo de normas para proibicdo do seu uso
nas racfes dos animais, iniciadas na Unido Europeia (ALBINO et al., 2006; COSTA,;
TSE; MIYADA, 2007).

Com a proibigdo do uso de antimicrobianos na Uni&o Europeia em 2006, houve
a necessidade de estudos de possiveis substitutos a esses aditivos, que
apresentassem efeito similar ou superior na producédo animal, sem encarecer 0 custo
final de producao (LE BON et al., 2010; TARAS et al., 2007). No Brasil, 0o MAPA vem
preparando o Plano Nacional de Ac¢éo sobre Resisténcia aos Antimicrobianos. Esse
plano deve ser concluido em maio deste ano, e € uma extensao do ja aprovado Plano
de Acdo Global sobre Resisténcia aos Antimicrobianos desenvolvido pela
Organizac¢do Mundial de Saude (OMS).

Em funcéo disso surgiram as linhas de pesquisa com produtos naturais como
0s extratos vegetais (Barroca 2011; Costa et al., 2011), 6leos essenciais (Costa et al.,

2011; Gois et al., 2016), plantas medicinais (Catalan et al., 2012), &cidos organicos
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(Bassan etal.,, 2008; Barroca 2011; Corassa; Lopes; Bellaver, 2012), além dos
probioticos (Barroca 2011; Maiorka et al.,, 2001; Corassa; Lopes; Bellaver, 2012;
Santos et al., 2016), prebioticos (Maiorka et al., 2001; Albino et al., 2006; Bassan et
al., 2008; Barroca 2011; Corassa; Lopes; Bellaver, 2012; Assis et al., 2014) e
simbidticos (probidtico + prebidtico) (Maiorka et al.,, 2001;Ramos et al. 2011) na
tentativa de serem utilizados como substitutos aos antimicrobianos melhorando o
desempenho animal, sem comprometer o produto final com residuos na carcaca e ou
incitar a selecao de bactérias entéricas mais resistentes.

Dentre os produtos naturais citados destacam-se 0s prebidticos. Estes sao
aditivos que podem ser adicionados na alimentac&o animal, com intuito de favorecer o
ambiente intestinal. Esses compostos ndo sao lisados pelas enzimas, sais e acidos
produzidos pelo TGI, porém, sédo fermentados pelos microrganismos servindo como
base energética para as bactérias benéficas do TGl (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Em meio aos prebidticos que vém sendo estudados com mais énfase, estdo os
B-glucanos e os mananoligossacarideos (MOS) (BUDINO; CASTRO JUNIOR;
OTSUK, 2010;JIANG et al. 2015; LEDUR et al., 2012; LUNA et al., 2015). Esses
aditivos estdo sendo amplamente estudados para que possam ser utilizados como
alternativa aos melhoradores de desempenho, no intuito de manter a saude intestinal,
principalmente na fase pdés-desmame, fase esta extremamente estressante para 0s
leitdes (SILVA; NORNBERG, 2003).

Dessa forma, os B-glucanos e os MOS adicionados a dieta animal atuam como
uma ferramenta prebiodtica no auxilio da melhora do sistema imunoldgico, porpossuir
habilidade em ativar os mecanismos de defesa do hospedeiro, colaborar com a
manutencdo da integridade do epitélio intestinal, melhorando dessa maneira a
absorcdo de nutrientes e consequentemente o ganho de peso dos animais(BUDINO;
CASTRO JUNIOR; OTSUK, 2010; VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008).

Uma das possibilidades de obtengao dos B-glucanos e o MOS é através da
cana-de-agucar, pois a Saccharomyces sp., que € uma levedura prebiética, € obtida
através do residuo das destilarias de alcool, onde, apés a secagem(tendo a base
seca) pode ser utilizada na formulagdo de racbGes para animais nao-ruminantes
(suinos, aves e coelhos) (FARIA et al., 2000). Como o Brasil € um grande produtor de
cana-de-agucar, o potencial para a producdo desse prebidtico em grande escala é
alta, proporcionando ao pais uma grande possibilidade de desenvolver varios estudos

com essa levedura na alimentag&o animal.
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3.7 Os B-Glucanoses ua Utilizacdo Na Dieta Animal

Os B-glucanos séo polissacarideos obtidos a partir da parede celular de
leveduras, fungos e alguns tipos de bactérias e também a partir da parede celular do
endosperma de alguns cereais, como a aveia e a cevada (MAGNANI; CASTRO-
GOMEZ, 2008; VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008; WILLIAMS, 1997; ZEKOVIC et
al., 2005; ZIMMERMAN et al.,1998).

Os B-glucanos provenientes da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisae sao moléculas que possuem uma estrutura bem organizada, constituidos
em sua estrutura quimica central por unidades de glicose, ligadas na posicaof3-1,3.
Existem também nessa estrutura pequenas ramificacdes laterais de glicose
constituidas por ligagbes [B-1,6. Essas pequenas ramificacbes podem ser de
tamanhos variados, bem como seu aparecimento ao longo da estrutura central.Os
acucares combinam-se através de ligacdes covalentes, chamadas de ligacdes
glicosidicas(JORGENSEN; ROBERTSEN, 1995; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008;
VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008).

Esta levedura € um residuo das destilarias, produzida através da recuperacao
do fundo das dornas de fermentacdo, sangria do leite de levedo e centrifugacdo da
vinhaca. Posteriormente,para obtencdo do produto seco, € necessario a realizacédo da
secagem, para se ter a base seca para ser utilizado na alimentagdo. Esse processo
de secagem pode ser realizado através de duas técnicas: por rolos rotativos (LSRR),
onde a levedura é seca através do contato direto com a superficie aquecida, com
temperaturas que podem superar os 200°C e pela tecnologia "spray drying" (LSSD),
gue consiste na passagem do leite de levedura por uma camara de alta rotatividade,
onde torna-se uma névoa e, em conjunto com 0 ar quente, ocorre sua secagem
tornando-se um po fino, tendo como vantagem nesse método a preservacdo dos
aminoacidos. Sua composi¢cdo apresenta alto teor de lisina e treonina (2,78 e 1,48
mg/Kg, respectivamente), possui boa quantidade de aminoacidos essenciais e
vitaminas do complexo B (exceto a vitamina B12) (MOREIRA et al., 2002;
VASCONCELLOS, 1993;ZANUTTO, et al., 1999).

Os B-glucanos vém chamando a atengdo das industrias alimenticias e
farmacéuticas devido as suas propriedades como a estimulagdo do sistema
imunoldgico, a acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, hepatoprotetora,

reducdo do colesterol e glicemia e sua possivel acdo antifibrotica (prevenir e ou
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modular a formacdo de fibrose tecidual apds lesdo e ou inflamacéo)
(BROWN;GORDON, 2003; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). Mowat (1987), ja
havia citado os beneficios que os aditivos alimentares, fornecidos na alimentagcéo
animal, tinham sobre o sistema imune de leitdes desmamados, devido a acao de
modular reacdes imunes especificas, aumentar a imunidade inespecifica e a
tolerancia a antigenos orais.

Os B-glucanos com maior peso molecular, derivado dos fungos, possuem a
capacidade de ativar macrofagos e linfocitos do sistema imune. Por outro lado, os que
possuem baixo peso molecular atuam sobre as células estimuladas por citocinas.
Contudo, é sabido que o método utilizado para o isolamento dos B-glucanos pode
influenciar diretamente na acdo moduladora do sistema imune(BROWN;GORDON,
2003; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008; VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008).

Nos mamiferos e peixes, os B-glucanos aumentam a atividade de lisozimas e
células fagociticas (macréfagos), que associados promovem importante papel na
defesa do organismo animal. Os macrofagos/mondcitos dos mamiferos possuem
receptores especificos para B-glucanos e produzem mediadores como leucotrienos,
citocinas e prostaglandinas (JORGENSEN;ROBERTSEN, 1995).

Brown e Gordon (2003), ao analisarem varios trabalhos sobre o uso dos [3-
glucanos, chegaram a concluséo que, in vitro, estes aditivos aumentam a imunidade,
a atividade de células mononucleares (macréfagos e linfécitos) e neutrdfilos,
melhorando dessa maneira a resposta antimicrobiana e anti-inflamatéria dos animais.

Foram realizados dois experimentos com B-glucanos por Hahn et al., (2006).
No experimento 1, os niveis de 100, 200, 300 e 400 mg/kg de B-glucanos foram
avaliados na dieta de leitdes. Constatou-se que nao houve diferenca (p<0,05) no
desempenho dos leitdes das duas primeiras semanas do experimento, porém, houve
um aumento linear no ganho médio de peso, conforme o aumento no nivel de
inclusédo do prebidtico na dieta dos animais, da terceira a quinta semana do estudo. O
consumo diario de racdo e a conversao alimentar ndo foram diferentes
estatisticamente entre os tratamentos. No experimento 2, os tratamentos estudados
foram: controle negativo, controle positivo (antimicrobiano), 200 mg/kg de B-glucanos
e 200 mg/kg de B-glucanos associado ao antimicrobiano. O desempenho dos leitdes
nao foi influenciado pelos tratamentos nas duas primeiras semanas do estudo. A partir

da terceira semana, foi verificado um aumento do ganho médio de peso nos leitdes
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que receberam a associagdo do antimicrobiano e 200 mg/kg de B-glucanos, quando
comparados aos demais tratamentos.

De acordo com Mendes et al., (2010) a inclusdo dos B-glucanos na alimentacéo
de leitbes desmamados acarretou em aumento linear no ganho de peso diario com o
aumento do nivel de inclusdo do aditivo (60, 120, 180 e 240 g de [B-glucanos por
tonelada de dieta), sendo que o nivel de 240mg/kg proporcionou o maior peso dos
animais. Porém, ndo foram observadas diferencas para conversdo alimentar e
consumo diario de ragéo.

Zanello et al., (2013) estudando a suplementacdo de 500mg/kg da levedura
Saccharomyces cerevisae na racdo de matrizes a partir dos 80 dias de gestacdo, até
o 18° dia de lactacao,verificaram aumento no nivel de IgG no colostro e a manutencao
no nivel de IgA no leite. Dessa forma, com o aumento do nivel de secrecdo de
imunoglobulinas no colostro e leite, houve maior protecdo dos leitdes, melhorando o
sistema imune e promovendo manutencdo ou melhora da saude intestinal.

Os [B-glucanos também foram avaliados por Zhou et al., (2013), onde
estudaram a inclusdo de 100 mg/kg de B-glucanos na dieta de leitbes quando
comparado ao controle negativo em dois diferentes experimentos. No primeiro
verificaram que ndo houve diferenca no desempenho animal dos leites alimentados
com o prebiético, mas reduziram a contagem de Escherichia coli. No segundo
experimento, os leitdes também foram alimentados com100 mg/kg de B-glucanos na
dieta e ao final do estudo, metade dos leitdes foram inoculados com 100 pg/kg de
peso corporal de LPS (lipopolissacarideo) de E. coli, podendo-se observar maior
estimulacdo de leucadcitos totais e linfécitos nos leites alimentados com o prebidtico
guando comparado ao controle negativo.

Os B-glucanos também foram estudados por Mao et al., (2005) nos niveis de
inclusdo de 500 e 1000 mg/kg de B-glucanos de Astragalus membranaceus (erva
chinesa), com ou sem a presen¢ca de desafio imunologico (LPS de E. coli). O
desempenho dos leitdes nao foi influenciado (p<0,05) pela inclusdo do aditivo na
alimentagcdo em qualquer um dos niveis estudados. Porém, a inclusédo de 500 mg/kg
influenciou na reducéo da liberagcéo da citocina inflamatoria IL-1, prostaglandina E2 e
cortisol. De acordo com os autores, esse resultado pode ter aumentado a resposta de
proliferacdo de linfocitos nos leitdes desafiados por LPS,demonstrando que o B-
glucano de Astragalus membranaceus possui potencial para melhorar a funcéo

imunoldgica de leitdes que alimentaram desse aditivo.
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3.8 Os Mananoligossacarideos (MOS) e sua Utilizacdo na Dieta Animal

Os mananoligossacarideos (MOS), assim como os (-glucanos também sao
considerados prebidticos. Sao carboidratos provenientes também da parede celular
da levedura Saccharomyces cerevisae. A quantidade de B-glucanos e mananos
presentes na parede da levedura é semelhante.Os B-glucanos e MOS conseguem
resistir a degradacdo de enzimas digestivas, nédo sofrendo digestdo pelo trato
gastrintestinal, ou seja, chegam integros ao intestino para auxiliar na modulacdo da
microbiota intestinal e reduzir a renovacdo da mucosa intestinal,além de contribuir na
estimulacado do sistema imune(ALBINO et al., 2006; SPRING et al., 2000).

Para que as bactérias enterotoxigénicas se multipliquem e alterem a microbiota
indigena, é necessario que consigam se aderir aos enterdcitos (LEMOS et al., 2016).
A interferéncia dos MOS na microbiota do trato intestinal é possivel devido a
capacidade do aditivo em se acoplar aos sitios de ligacdo da superficie celular de
algumas bactérias através da aglutinacdo das fimbrias do tipo . Esse mecanismo é
possivel devido a atracdo das glicoproteinas (lectinas) contidas nas fimbrias pelos
oligossacarideos. Dessa forma, € possivel evitar a colonizacdo de bactérias
enterotoxigénicas no trato intestinal. As bactérias que se ligam ao MOS séo
eliminadas do organismo mais facilmente através das fezes, por ndo se ligarem as
células do intestino (LEMOS et al., 2016; SPRING et al., 2000).

Para avaliar o potencial dos mananoligossacarideos como melhorador de
desempenho, Miguel, Rodriguez-Zas e Pettigrew (2004), realizaram uma metanalise
de 54 estudos, nos quais havia a inclusdo de MOS na dieta de leitdes desmamados,
concluindo que houve melhora no desempenho dos animais, com o aumento no
consumo de racdo em 2,11%, no ganho de peso em 4,12% e na eficiéncia alimentar
em 2,29%.

Corassa et al., (2012) pesquisaram a atividade dos mananoligossacarideos
sobre o desempenho zootécnico, ocorréncia de diarreia e pH do trato gastrointestinal
de leitdes. Verificaram que os animais alimentados com MOS, acidificante, probidtico
ou associacbes entre esses obtiveram o0 desempenho analogo aos leitdes
alimentados com antimicrobiano. A conversado alimentar foi superior quando
comparada com os leitdes do controle negativo.

Silva et al., (2012) avaliaram os tratamentos controle negativo, 1000 e 2000

mg/kg de MOS, sobre o desempenho zootécnico, ocorréncia de diarreia e parametros
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sanguineos. Concluiram que o no periodo 1, de 21-31 dias de experimento, o grupo
controle negativo foi superior no ganho diario de peso quando comparado aos
tratamentos com o prebidtico. No periodo 2, de 21-42 dias de experimento, houve
diferenca apenas para o controle negativo e 1000 mg/kg de MOS. A CA também foi
influenciada pelos tratamentos, onde, no periodo 1, de 21-31 dias do estudo a CA do
grupo de 1000 mg/kg de MOS foi pior quando em comparacdo com controle positivo.
No periodo 2 e 3, 21-42 dias e 21-63 dias, respectivamente, os leitdes do grupo
controle negativo e 2000 mg/kg de MOS, apresentaram melhor CA do que o grupo
1000 mg/kg de MOS. Houve uma reducéo da ocorréncia de diarreia dos animais que
receberam 2000 mg/kg de MOS. O hemograma apresentou maiores concentracdes
de hemécias e hemoglobina nos tratamentos que tiveram o MOS adicionados a dieta
em relacdo aos leitbes do tratamento controle negativo. N&o houve diferenca
significativa para o leucograma em nenhum tratamento estudado.

Com finalidade de estudar a atuacdo do mananoligossacarideo sobre o
desempenho zootécnico e a morfologia intestinal, Assis et al., (2014) analisaram
quatro diferentes tratamentos, dispostos em controle negativo, 250 mg/kg de colistina
(controle positivo), 1500 mg/kg de MOS e 500 mg/kg de B-glucanos. Os autores
verificaram que nenhum dos tratamentos influenciou na ocorréncia de diarreia. Nao
houve diferenca também no desempenho dos leitdes no periodo de 21 a 27 e 21 a 34
dias de idade. Porém, no periodo de 21 a 54 dias de idade, os animais alimentados
com MOS, apresentaram maior ganho de peso quando confrontado aos outros
tratamentos. A morfologia intestinal ndo foi influenciada por nenhum dos tratamentos
estudados.

Em estudo realizado por Luna et al., (2015) utilizando MOS, B-glucanos e
colistina, os autores concluiram que os leitdes alimentados com a suplementacéo de
MOS + [-glucanos no nivel de 330 e 500 mg/kg, respectivamente, obtiveram
melhores resultados com maiores alturas de vilosidades e profundidade de criptas no
duodeno e ileo e vilosidades mais largas no jejuno dos leitdes, quando comparado
aos demais tratamentos.

Giannenas et al. (2016) estudando a adicdo de MOS a racdo de animais na
fase de recria, observaram melhora no desempenho e maior altura das vilosidades
nos animais que foram alimentados com a mistura de probiético (35 mg/kg Cylactin®),
MOS (1 g/kg Biomos®) e acido organico (5 g de acido benzdico/kg), em comparacao

ao controle negativo e aos tratamentos que continham os aditivos isolados.
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Santos et al. (2016) realizaram um experimento com leitdes desmamados,
utilizando 2000 mg/kg de MOS, comparando com outros tratamentos contendo
probidticos e antimicrobianos. Esses autores verificaram maior consumo diario de
ragdo para os animais alimentados com a dieta contendo MOS. No leucograma, os
valores encontrados estavam dentro da normalidade, porém, houve maior resposta
para leucocitos nos animais que receberam os tratamentos com prebidticos e
probidticos.

De acordo com a revisdo de literatura descrita acima, observou-se que €
necessario um estudo mais aprofundado sobre esses prebiéticos, principalmente em
relacdo a associacao entre 0os B-glucanos e os MOS, visto que, um atua estimulando
0 sistema imune e o outro modulando a microbiota intestinal, principalmente. Muitos
trabalhos com esses aditivos ja foram realizados, porém, adicionados separadamente
na dieta dos animais. Dessa forma, estudar sua associacao, frente aos beneficios
individuais j& comprovados, podera trazer maiores informacdes sobre seu modo de
acdo no organismo dos animais e 0s niveis mais eficientes para seu uso, colaborando
assim com uma possivel alternativa aos antimicrobianos melhoradores de

desempenho na alimentacdo animal.
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Effects of dietary beta-glucans, glucomannans and mannan oligosaccharides or
chlorohydroxyquinoline on the performance, diarrhea, hematological

parameters, organ weight and intestinal health of weanling pigs

ABSTRACT
This study proposes to evaluate the addition a prebiotic product based on beta-
glucans (B-glucans), glucomannans, and mannan oligosaccharides (MOS), replacing
aantimicrobial growth promoters in diets for newly weaned piglets, on their
performance, occurrence of diarrhea (OD), hematological parameters, organ
morphometry, pH of the digestive content, and intestinal epithelium morphology. The
experiment involved 120 piglets weaned at 21 days of age, with an initial weight of
6.32 + 0.10 kg, which were allotted to five treatments in a completely randomized
block design with six replicates and four piglets per experimental unit. The following
treatments were: O - basal diet; 1000, 2000, or 3000mg/kg of a prebiotic; and ANT -
basal diet with 120mg/kg chlorohydroxyquinoline. The inclusion of prebiotic levels in
the diet caused a worsening (P < 0.05) in feed conversion (FC). Hematological
analysis revealed that prebiotic levels in the diet provided a quadratic effect (P < 0.05)
eosinophil count. The antimicrobial treatment provided a better FC (P < 0.05).
Prebiotic levels elicited a quadratic response from villus density (VD) in the duodenum
and, in the jejunum, VD decreased linearly (P < 0.05). The ANT treatment led to a
lower VD (P < 0.05), in duodenum, compared with treatment 3000mg/kg. In the
jejunum, VD increased (P < 0.05) in ANT when compared with 1000 and 3000mg/kgof
prebiotic.Based on the present results,3000 mg/kgof a prebiotic are not a viable

alternative to performance-enhancing antimicrobials in the diet of piglets.
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1 INTRODUCTION
Antimicrobials are used in swine production to improve their performance and

reduce mortality rates during the nursery phase, allowing the animals to express their
maximum growth rate (Looft et al., 2012). Their use is mainly necessary in the post-
weaning period, when early weaning - a practice commonly adopted on farms -
becomes the most critical phase due to the stress caused to the piglets (Braz et al.,
2011).However, because of the increasing restrictions to the use of antimicrobial
growth promoters, there has been an intensification in studies evaluating alternative
additives to reduce losses caused by the removal of antimicrobials from pig diets.

Beta-glucans (B-glucans), glucomannans, and mannan oligosaccharides (MOS)
are prebiotics derived from the cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisae. These
carbohydrates are hardly digested by non-ruminants, as they resist enzyme
degradation, reaching the intestines intact to exert their functions. Beta-glucans act
mainly by stimulating the immune system, but they also have anti-inflammatory action
(Brown et al., 2005). Glucomannans and mannan oligosaccharides, in turn, act as
modulators of the intestinal microbiota by binding to linking sites of pathogenic bacteria
that attach to enterocytes, in addition to reducing the renewal of intestinal mucosa,
providing better animal performance (Albino et al., 2006; Springet al., 2000; Tester et
al., 2017).

In an investigation conducted by Mendes et al. (2010), B-glucan inclusion in the
diet of weaned piglets led to higher daily weight gains. Luna et al. (2015) studied the
association between B-glucans and MOS and observed higher villi and deeper crypts

in the duodenum and ileum and wider villi in the jejunum of weaned piglets. However,
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few studies have examined the association between B-glucans, glucomannans, and
MOS in diets for newly weaned piglets, and their results are rather inconclusive in
terms of the best level to be included in the diet, the best method of obtaining the
products, and the best period of use thereof.

Given the above-described scenario, the present study was developed to
evaluate the effects of a prebiotic product based on beta-glucans (B-glucans),
glucomannans, and mannan oligosaccharides (MOS), replacing a antimicrobial growth
promoters (chlorohydroxyquinoline) in the diet of newly weaned piglets, on their
production performance, occurrence of diarrhea (OD), hematological parameters,

organ morphometry, pH of digestive content, and intestinal epithelium morphology.

2 MATERIALS AND METHODS
All procedures involving the animals were previously approved by the Ethics

Committee of Animal Use (CEUA) of the Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), located in Marechal Candido Rondon - PR, Brazil (approval no.

28/2016).

2.1 Animals and experimental design

Two experiments were carried out involving sixty 21-one-day-old piglets (6.32 +
0.10 kg initial weight) each, totaling 120 piglets, which were evaluated over a 35-day
period. The trial was conducted in a masonry nursery with natural ventilation, vertically
opened glass windows, and ceiling lined with clay tiles. Piglets were housed in
suspended metal cages(1.0 x 1.5 m), with each cage containing slatted plastic floors,
nipple drinkers, semi-automatic feeders, and heating provided by a supplemental heat

source.
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A randomized complete block design was used in each of the two experiments,

with three blocks and five treatments (the same in each experiment), totaling 15
experimental units per trial. Four animals were used in each experimental unit. During

the entire experimental period, animal shad free access to water and feed.

2.2 Composition of experimental diets and treatments

Throughout the experimental period, the animals received the following three
diets: pre-starter | (1st to 7th days), pre-starter Il (7th to 14th days), and starter (14th to
35th days), as recommended by NRC(2012). The centesimal composition of
experimental diets as well as calculated nutritional values are described in Table 1.
During the experiment, five treatments were tested: a negative control - basal diet
without additive inclusion (0); a basal diet + increasing levels of a prebiotic product
based on B-glucans, glucomannans, and MOS (1000, 2000, and 3000mg/kg); and a
positive control - basal diet + 120 mg/kg chlorohydroxyquinoline (ANT).

The prebiotic used in the study is a commercial product and has a guaranteed
minimum content of 420 g/kg glucomannans; 300 g/kg B-glucans and 120 g/kg MOS.
According to information provided by the company, the components were extracted
from the cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae, originating from the
sugarcane fermentation process, through enzymatic hydrolysis. The enzymatic blends
were used in the hydrolysis process of the material, with temperature and pH adjusted.
After hydrolysis, the components were dried in a spray dryer by selective atomization,

to obtain a final microparticulate product.
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2.3 Performance and occurrence of diarrhea
Average daily gain (ADG), average daily feed intake (ADFI), and feed

conversion (FC) were determined after weighing the animals and quantifying the feed
supplied and the leftover feed at the end of 35 days of experiment. Feed conversion
was calculated as follows: FC = ADFI/ADG.

The occurrence of diarrhea was analyzed daily, in the morning period, prior to
the cleaning of the nursery. Presence or absence of diarrhea (liquid feces on the floor
and/or dirty anal region) was determined as the proportion of days the animals. At the
end of the experiment, the percentage of days with occurrence of diarrhea was

calculated for the period of one to 35 days of experimentation.

2.4 Hematological analyses

Blood samples (£ 5 mL) were drawn on the 34th experimental day via anterior
vena cava puncture from one animal per experimental unit. The chosen animal was
that whose body weigh was nearest to the average weight of the animals in its
respective cage (six animals per treatment).

Samples for the erythrocyte histogram and leukogram were transferred to
sterilized tubes containing EDTA (1 mg/mL) that were identified, placed in a thermal
box, and sent to the laboratory where they were subjected to an automated analysis
process (BC-2800Vet Auto Hematology Analyzer, Mindray; Shenzhen, China).
Circulating cells including both red (erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, mean
corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin concentration, total proteins, and
platelets) and body defense cells (leukocytes, segmented neutrophils, eosinophils,

lymphocytes, and monocytes) were quantified.
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2.5 pH of digestive content and organ morphometry

On the 35th experimental day, the piglet chosen for blood collection was
sacrificed (after a solid-feed deprivation period of 6 h) following humane slaughter
methods (electronarcosis followed by exsanguination) for the harvest of intestinal
organs, spleen, and intestinal tissue.

The relative weight of digestive organs (stomach, liver and gallbladder, small
intestine and pancreas, cecum, and colon) and spleen were calculated as the
proportion of each organ relative to the body weight of slaughtered animal. The pH of
the contents of stomach, jejunum, ileum, cecum, and colon was measured using a
portable pH meter (HI99163, Hanna Instruments; Sdo Paulo - SP, Brazil) by inserting

a unipolar electrode, adopting the methods described by Manzanilla et al. (2004).

2.6 Intestinal morphology

For the structural evaluation of the intestinal epithelium, 3-cm duodenum
samples (extracted at 15 cm from the pyloric valve) and jejunum (extracted at 15 cm
from the ileocecal junction) were harvested, flushed with physiological solution (0.9%),
and fixed in 10% buffered formalin. Subsequently, samples were placed in individual
histological cassettes, paraffin-embedded, microtomed in a semi-automatic rotation
microtome (Leica RM2245, Leica Biosystems; S&do Paulo - SP, Brazil) and stained to
mount the slides, as described by Gao, Zhao, & Gregersen (2000). Villus height (VH),
villus width (VW), and crypt depth (CD) were measured using images generated by a
digital light microscope (DM2500 M, Leica Microsystems Ltd.; S&do Paulo - SP, Brazil)
equipped with a digital camera (DFC295, Leica Microsystems Ltd.; Sao Paulo - SP,
Brazil), and the villus height/crypt depth ratio (VH/CD) was then calculated. Images
were analyzed by the Leica Application Suite - LAS V.4.1 program under 200x

magnification. Fifteen measurements of villi and respective crypts were taken per
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sample. The villi were measured from the extremity closest to the intestinal lumen to
the start of the crypt. The crypt was measured from the end of the villus to the end of
the crypt cell layer.

After the collection of samples for structural analysis, samples of the same
segments (duodenum and jejunum) of approximately 3 cm were harvested for
ultrastructural analysis. Immediately the samples were washed in physiological
solution (0.9%) and fixed in glutaraldehyde. These were processed according to the
methodology proposed by Rigueira et al. (2013). After processing, the samples were
observed in a scanning electron microscope (Quanta 250, FEI Company; Hillsboro,
United States). Electromicrographs were digitally recorded, and the most
representative ones were chosen for a visual analysis in XT Microscope Control
software. The best images of each sample were chosen for a visual analysis of the
villi. The number of villi was counted in distinct fields of each sample. Electron
micrographs were obtained from five areas per sample for the estimation of villus
density (number of Vvilli/jum?). After checking the electromyography scale, the
observation field was measured, the area was determined, and villus density per area

was calculated (villus/905.216 um?).

2.7 Statistical analysis

The experimental trial consisted of two stages/experiment and the combined-
analysis method was adopted. For this procedure to be possible, first we analyzed the
experiments separately to determine whether the variances of the experimental errors
in the different experiments were homogeneous. This assumption was tested by the F
test, considering a 1% significance level. Once this assumption was met, the

combined analysis of the following statistical model was applied: Yijk= p + bkg) + ai + T



45
+ vi + €ik, Where Yik= observation of treatment i (i = 1, 2, 3, 4, 5) in experimentj (j = 1,
2) in block k (k = 1, 2, 3); p = constant; bkg = fixed effect of block k in experiment j;
ai=fixed effect of treatment i; 1; = fixed effect of experiment j; yij = fixed effect of the
interaction between treatment i and experiment j; and € = experimental error.

For the analysis of variance, the residues were tested for normality and
homoscedasticity; when these were violated, a proper transformation was performed.
In the cases when ANOVA was significant (P < 0.05), two contrast analyses were run
to (1) compare treatment ANT with each of the other treatments by Dunnett's test; and
to (2) analyze orthogonal polynomials considering treatments 0, 1000, 2000, and
3000mg/kgB-glucans, glucomannans, and MOS. Dunnett's test was applied when the
polynomial degree was greater than 2.

The significance level adopted was 5%, and all analyses were undertaken using

R®software (2017).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Performance and occurrence of diarrhea
No effect of treatments (P > 0.05) was observed on the variables average daily

gain (ADG), average daily feed intake (ADFI), or occurrence of diarrhea (OD) (Table 2)
during the analyzed period. However, the increasing dietary levels of B-glucans,
glucomannans, and MOS led to a decline (P < 0.05) in feed conversion (FC). Piglets
receiving the antimicrobial treatment had a better FC than those treated with 3000
mg/kg B-glucans, glucomannans, and MOS.

The data obtained in our study corroborate those published by Santos et al.

(2003), who tested mannose at the levels of 200, 1000, and 2000 mg/kg in the diet of
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newly weaned piglets and also did not observe any improvement in ADFI or ADG.
Similarly, Santos et al. (2016) studied the inclusion of 2000 mg/kg of MOS in the diets
of piglets in the nursery phase and also observed no improvements in ADG.

It is important to observe that p-glucans, glucomannans, and MOS are non-
amylaceous polysaccharides constituted by non-digestive carbohydrates in their cell
wall. Therefore, according to Conte et al. (2003), a high level of these components in
the diet may increase viscosity in the intestinal medium, compromising efficient
digestion and absorption of the nutrients present in the diet and consequently
worsening the animal performance.

However, some studies have shown positive results when piglets had their diet
supplemented with prebiotics. Utiyama et al.(2006) observed improved weight gain
and a higher daily feed intake in piglets fed mannan oligosaccharides in the first
fourteen days post-weaning.

The FC of the animals in the current experiment declined linearly as the levels
of additive in the diet were increased. Moreover, the piglets receiving 120 mg/kg
chlorohydroxyquinoline showed a better FC compared with those receiving 3000
mg/kg B-glucans, glucomannans, and MOS. These results corroborate those reported
by Oliveira et al. (2017), who found better feed conversion ratios in piglets fed an
antimicrobial agent (colistin sulfate) compared with piglets that received chito-
oligosaccharides. According to Miguel, Rodriguez-Zas, &Pettigrew (2004) and Mendes
et al. (2010), the varying results found across different experiments using prebiotics
may be attributed to the environments where the piglets are housed, since animals
may be subject to a greater challenge than those reared in different facilities (sanitary

conditions); to the quality of the ingredients in the feed offered to them during the
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experimental period; the duration of experiments; the different inclusion levels of the
prebiotic in the diet; and the number of piglets used in the studies.

Because the additives tested here are natural products, there may be
alterations in their composition, leading to losses in their effectiveness. Such
alterations are related to the location where the raw material was acquired and the
extraction method, which may explain the different results found in the literature
regarding the inclusion of B-glucans, glucomannans, and MOS in piglet diets. Brown &
Gordon (2003) and Volman, Ramakers, & Plat (2008) evaluated different extraction
methods (rotary-drum drying and spray-drying) for obtaining [B-glucans,
glucomannans, and MOS and concluded that the techniqgue employed may determine
a higher or lower effectiveness of these additives when added to animal diets.

With respect to the occurrence of diarrhea, the treatments including prebiotic
levels, in the present study, were analogous to control treatments. This finding
corroborates those published by Utiyama et al.(2006), who studied the effects of
antimicrobials, probiotics, prebiotics, and plant extracts; Budifio, Castro Janior, &
Otsuk(2010), who investigated the inclusion of fructooligosaccharide levels; and Assis
et al. (2014) and Luna et al. (2015), who evaluated pB-glucans, MOS, and
antimicrobials as additives in the diet of newly weaned piglets.

Thi Tuoi et al. (2016), on the other hand, detected a lower occurrence of
diarrhea in animals receiving a mixture of B-glucans and MOS compared with animals
on the negative-control group. Silva et al. (2012) and Zhao, Jung, &Kim (2012) also
reported a lower incidence of diarrhea in piglets fed MOS compared with negative-
control animals. The authors attribute the lower occurrence of diarrhea in the MOS-fed

animals to a possible reduction of enterotoxigenic bacteria in the gastrointestinal tract
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resulting from the modulation of the intestinal microbiota, with suppressed colonization

and proliferation of pathogenic bacteria.

3.2 Hematological analyses

The treatments had no significant effect (P > 0.05) on any of the variables
analyzed in the CBC. The general leukogram also showed no significant effects;
however, the specific leukogram indicated that the increasing prebiotic levels in the
diet provided a quadratic effect (P <0.05)in eosinophil count, whose minimum point
(65,76cel/mm?) was observed at the estimated prebiotic level of 1451 mg/kg. (Table
3).

Santos et al. (2016) also observed an increase in eosinophils at 14 days of
experiment (22 days of age) in piglets receiving diets with 2000 mg/kg MOS, as
compared with the other treatments. The opposite result was reported by Robles-
Huaynate et al. (2014), who found a reduced eosinophil count in the blood of piglets
fed 200 mg/kg probiotic (pool of bacteria and the yeast Saccharomyces cerevisiae) at
7,14, 21, and 28 post-weaning, compared with day zero.

An increase in eosinophil count may stem from a number of factors; e.g. natural
exposure to antigens, in the naturally contaminated environment, or even a reaction to
feeding (Santos et al., 2016). However, the obtained valuesbeing within the normal

range for the swine species (Eze et al., 2010; Saleh et al., 2015).

3.3 Organ morphometry and pH of digestive content

The organ morphometry revealed that animals receiving the antimicrobial
treatment at 1000 and 3000mg/kg had a higher (P < 0.01) relative weight of spleen
when compared with those on the negative-control treatment. No significant

differences were found (P > 0.05) in the pH of the digestive content (Table 4).
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Contrasting with the present findings, Santos et al.(2003) and Sant'ana et al.
(2017)did not observe significant differences in the weight of organs when piglets fed
diets with different MOS inclusion levels. The heavier spleen weight in piglets receiving
1000 and 3000 mg/kg B-glucans, glucomannans, and MOS compared to that observed
in the negative-control treatment may be associated with a greater stimulus of the
immune system. These results may be associated with the prebiotic components and
composition, which are known to be powerful activators whose mechanism of action
involves recognizing it as an invasive molecule and triggering a stimulus from the
immune system in response to its presence (Chen & Seviour, 2007; Wang et al. 2011).

There were no significant differences between the treatments for the pH of the
digestive content. Santos et al. (2010) studied the levels of 2500, 5000, and 7500
mg/kg MOS in the diet of newly weaned piglets and did not observe influences on the
pH of stomach, small intestine, and cecum. Corassa, Lopes, & Bellaver (2012)
investigated 2000 and 4000mg/kg MOS in the diet of weaned piglets and also did not
see differences between the treatments for the pH of the contents of stomach and
duodenum.

By contrast, Oliveira et al. (2017), examined the inclusion of chito-
oligosaccharide, colistin or lincomycin in piglet diets and concluded that the group of
animals receiving 100 mg/kg chito-oligosaccharide showed the lowest duodenum pH
values. Spring et al. (2000) suggested that MOS acted upon the enterotoxigenic
bacteria with its adsorption rendering the medium suitable for the development of
beneficial bacteria (lactobacilli and bifidobacteria), which reduce the pH of the medium,
inhibiting the development of pathogenic bacteria. Nevertheless, in the present study,

the additives did not influence the pH in the content of digestive organs.
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3.4 Intestinal morphology

A quadratic effect (P < 0.01) of the levels of B-glucans, glucomannans, and
MOS was observed on crypt depth in the jejunum, whose maximum point (105.89 um)
was attained at the estimated prebiotic level of 1614 mg/kg. Treatment ANT led to a
higher crypt depth (P < 0.05) compared with the negative-control and 3000 mg/kg
prebiotic treatments. The B-glucans, glucomannans, and MOS levels also elicited a
quadratic response from villus density in the duodenum, whose minimum (30.46
villi/area) was recorded at the estimated level of 1450 mg/kg. Treatment ANT provided
a lower density (P < 0.05) than the treatment containing 3000 mg/kg prebiotic. By
contrast, in the jejunum, villus density decreased linearly (P < 0.01) as the levels of -
glucans, glucomannans, and MOS in the diet were increased. Treatment ANT
provided a higher density (P < 0.05) than prebiotic treatments 1000 and 3000
mg/kg(Table 5). No effect of treatments (P > 0.05) was detected for the other analyzed
variables.

The present data corroborate the findings of Santos et al. (2010), who
investigated the antimicrobial neomycin and different levels of MOS, and Assis et al.
(2014), who tested the addition of B-glucans + MOS and the antimicrobial colistin
sulfate. Both authors added these products to the diets of newly weaned piglets and
neither of them observed differences in VH or VH/CD in the duodenum, jejunum, and
ileum. However, Andrade et al.(2011) reported a linear decrease in CD after using
nucleotides (a product obtained from the hydrolysis of the yeast Saccharomyces
cerevisiae) in piglet diets.

Our results indicate that the animals that received 3000 mg/kg B-glucans,
glucomannans, and MOS had a lower crypt depth when compared with the piglets in

antimicrobial group ANT. Significant differences were also found by Luna et al.(2015),
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who studied the inclusion of B-glucans and MOS in piglet diets and obtained better
results for VH and CD in the duodenum and ileum and wider villi in the jejunum.

The ultrastructural analysis (Figures 1 and 2) showed that, in the duodenum
segment, the treatment with 3000 mg/kg B-glucans, glucomannans, and MOS
provided the largest number of villi per area as compared with the positive-control
treatment (chlorohydroxyquinoline). Maintaining an adequate density of mature and
intact villi is essential for increasing the surface contact with the digesta, making
nutrient digestion and absorption more efficient (Boleli, Maiorka & Macari, 2002).

In the jejunum, the region of greatest nutrient digestion and absorption, positive
control treatment provided the best results for villus density. Unlike the duodenum
results, the highest level of inclusion of B-glucans, glucomannans, and MOS (3000
mg/kg) led to a lower count of villi per area as compared with the other studied levels.
Also in this segment, the antimicrobial positively influenced the intestinal health of the
piglets, providing a higher villus density and numerically reducing CD in this segment.
Chlorohydroxyquinoline might have led to decreased cell desquamation in the villi and
mitosis in crypt cells, which, coupled with the larger quantity of villi in that region,
improved the utilization of dietary nutrients. This result was confirmed by the better FC

obtained by the animals receiving diets with this antimicrobial.

4 CONCLUSION
Based on our results, it can be concluded that chlorohydroxyquinoline positively

influenced the villus density in the piglets' jejunum, the region of greatest nutrient
digestion and absorption.
Among the tested levels of B-glucans, glucomannans, and mannan

oligosaccharides, 3000 mg/kg led to the lowest villus density in the jejunum, but the
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opposite result was found in the duodenum. This treatment also had a negative impact
on eosinophil count, possibly because of an allergic or inflammatory response in the
animals, besides worsening their feed conversion. Therefore, elevated levels of this
prebiotic are not a viable alternative to performance-enhancing antimicrobials in the

diet of newly weaned piglets.
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Figure 1. Electromicrographs of the duodenal mucosa of piglets at 35 days of experiment?
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Table 1. Centesimal composition and calculated values of diets provided to the
animals in the experimental period

ltem Pre-starter | Pre-starter Il Starter
(1-7 days) (7-14 days) (14-35 days)

Ingredient (%)
Grain corn 7.88% 43.46 49.78 60.52
Soybean meal 45.22% 20.24 21.00 24.94
Whey powder 11.18 6.27 -
Micronized soy 8.00 6.00 4.00
Skim milk powder 6.00 5.00 -
Sugar 4.00 4.00 2.00
Fish meal 54% 3.00 3.00 3.00
Dicalcium phosphate 0.85 0.79 0.78
Soybean oil 0.80 1.82 2.50
Common salt 0.60 0.58 0.56
Limestone 0.60 0.63 0.64
L-Isyine.HCL 0.44 0.42 0.44
DL-methionine 0.28 0.23 0.18
L-threonine 0.23 0.19 0.16
L-tryptophan 0.05 0.03 0.02
L-valine 0.02 0.01 0.01
Vitamin premix! 0.15 0.15 0.15
Mineral premix? 0.10 0.10 0.10

Calculated values
Metabolizable energy, Mcal/kg 3.37 3.40 3.38
Crude protein, % 21.55 20.56 19.92
Calcium, % 0.85 0.80 0.70
Available phosphorus, % 0.45 0.40 0.33
Lactose, % 11.00 7.00 -
Digestible lysine, % 1.45 1.35 1.25
Digestible methionine, % 0.79 0.74 0.69
Digestible threonine, % 0.85 0.79 0.74
Digestible tryptophan, % 0.24 0.22 0.20
Digestible valine, % 0.92 0.86 0.79

lQuantities per kg of feed: folicacid, 2.10 mg; pantothenicacid, 72 mg; biotin, 0,42 mg;
ethoxyquin, 0.25 mg; niacin, 180 mg; vitamin A, 36000 IU; thiamin, 6 mg; vitamin B 12,
90 mg; riboflavin, 25,20 g; vitamin B6; 12 mg; vitamin D, 7500 IU; vitamin E, 150 IU;
vitamin K, 12 mg.

2Quantities per kg of feed: copper, 9.97 mg; selenium, 1.20 mg; iron, 96 mg; iodine,
1.20 mg; manganese, 59.88 mg; zinc, 150 mg.
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Table 2. Body weight (BW), average daily gain (ADG), average daily feed intake
(ADFI), feed conversion (FC), and occurrence of diarrhea (OD) of piglets at
35 days of experiment

Treatment!

Item ANT 0 1000 2000 3000  SoEM°  Povaluer
Initial BW, kg 6.35 6.35 6.35 6.35 6.35 ] ]
Final BW,kg  18.00  19.00 19.00 18.50 19.00 0,919 0.99
ADG (kg) 0.35 0.35 0.35 0.36 0.37 0.019 0.98
ADFI (kg) 0.46 0.50 0.50 0.49 0.54 0.024 0.19
FC3 1.50 1.50 1.60 1.65 1.70t 0.042 0.05
OD (%) 28.50  27.50 27.00 34.00 25.00 4.759 0.71

LANT = antimicrobial (120 mg/kg chlorohydroxyquinoline); 0 (negative control); 1000,
2000, or 3000 mg/kg B-glucans, glucomannans and MOS.
2 SEM = standard error of the mean.

3Linear effect (P<0.05) of the dietary B-glucans, glucomannans and MOS levels in the
diet on the feed conversion (y= 1.5488 +0.000049533x, r>= 0.9627)

TDiffers from the antimicrobial treatment by Dunnett's test (P<0.05).

*P-value from analysis of variance.
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experiment
l -
ltem Treatment SEM? P .
ANT 0 1000 2000 3000 value
Blood count
Erythrocytes
(millions/mm?) 6.16 5.80 5.94 6.16 6.12 0.202 0.46
Hemoglobin (g/dL) 11.26 1053 10.78 10.95 10.96 0.292 0.48
Hematocrit (%) 36.76 35.10 35.33 35.00 36.50 1.08 0.41
VCM (fL) 59.69 60.36 59.60 57.03 59.64 0.99 0.13
CHCM (%) 30.70 30.04 30.54 31.38 30.04 0.52 0.14
Total proteins (g/dL) 5.90 6.03 5.80 5.66 6.13 0.22 0.10
47366 54966 50950 52566
Platelets (1,000/mm?) 495167 7 7 0 7 38167 0.66
Leukogram(cel/mm?)
1370.4
17933 18373 17350 15933 21233 0.12
Leukocytes 2
1023.6
Segmented neutrophils 6377 7457 6980 7856 9827 0 0.17
Eosinophils? 115 279 107 220 564 108.46 0.04
10802 10182 9733 7116 10044 9209 55
Lymphocytes 2
Monocytes 480 455 363 719 730 148.37 0.31

LANT = antimicrobial (120 mg/kg chlorohydroxyquinoline); 0 (negative control); 1000,
2000, or 3000 mg/kg B-glucans, glucomannans and MOS.

2SEM = standard error of the mean.

3Quadratic effect (P<0.05) of the dietary B-glucans, glucomannans and MOS levels in
the diet on the eosinophils (y = 0,0001x? - 0,2902x + 276,3; r2 = 0,0,9987)

*P-value from analysis of variance.
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Table 4. Effects of the diets on relative weights (percentage of body weight)and pH of
the digestive tract contentof piglets at 35 days of experiment

Item Treatment’ SEM?  P-value*
ANT 0 1000 2000 3000

Relative organ weights (%)
Stomach 1.50 125 120 135 120 0.170 0.67
Small intestine +

pancreas 6.65 525 6.60 6.05 525 0.483 0.14
Cecum 0.93 080 093 104 0.70 0.118 0.27
Colon 2.85 290 320 200 275 0.363 0.21
Liver + gall bladder 3.15 300 295 3.00 305 0.149 0.89
Spleen 0.24t 0.19 0.25% 0.21 0.24" 0.014 0.01

pH
Stomach 3.60 360 365 365 330 0.168 0.16
Jejunum 6.45 6.50 590 6.60 6.45 0.219 0.32
lleum 6.00 6.45 6.10 6.05 6.45 0.297 0.79
Cecum 5.60 580 555 570 6.00 0.140 0.38
Colon 6.10 6.05 595 595 6.30 0.137 0.32

LANT = antimicrobial (0.12 gkg*chlorohydroxyquinoline); O (negative control); 1.0, 2.0,
or 3.0 gkg*B-glucans, glucomannans and MOS.

2 SEM = standard error of the mean.

TDiffers from the negative control (0) by Dunnett's test (P<0.01).

*P-value from analysis of variance.
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Table 5. Effects of the diets on villus height (VH, um), crypt depth (CP, um), villus
height/crypt, depth ratio (VH/CD), villus width (VW), and villi density (VD)of
piglets at 35 days of experiment

Treatment! ) N
ftem ANT 0 1000 2000 3000 -V P-value
Duodenum
VC (um) 270 229 309 316 253 25.34 0.12
CP (um)? 111 ggt 102 105 9ot 4.850 0.01
VH/CD 2.55 2.90 3.25 3.30 2.95 0.280 0.43
VW (um) 140 143 151 143 155 8.650 0.75
VvD* 32.00 38.77 38.22 25.88 45,77t 2.192 0.01
Jejunum
VC (um) 240 289 261 236 242 23.95 0.51
CP (um) 68 81 80 82 67 8.310 0.52
VH/CD 4.00 4.05 3.80 3.10 4.30 0.310 0.14
VW (um) 105 138 117 123 116 9.980 0.26
VD® 54.44 49,55 43.77% 47.11 32.881 4.020 0.01

LANT = antimicrobial (0.12 gkg*chlorohydroxyquinoline); O (negative control); 1.0, 2.0,
or 3.0 gkg*B-glucans, glucomannansand MOS.

2 SEM = standard error of the mean.

3Quadratic effect (P<0.01) of the dietary B-glucans, glucomannansand MOS levels in
the diet on the duodenal crypt depth (y = 0,00007x? - 0,023x + 87,14; r2 = 0,9928)
4Quadratic effect (P<0.01) of the dietary B-glucans, glucomannansand MOS levels in
the diet on the duodenal villus density (y = 0,000005x2- 0,0145x + 40,971; r2 = 0,5276)
SLinear effect (P<0.01) of the dietary B-glucans, glucomannansand MOS levels in the
diet on the jejunal villus density (y = -0,0047x + 50,328; r2 = 0,6707)

TDiffers from the antimicrobial treatment by Dunnett's test (P<0.01).

*P-value from analysis of variance.
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