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RESUMO

O estudo buscou avaliar as respostas fisioldgicas e de desempenho a adigdo de diferentes niveis de f3-
glucanos na dieta de leitGes recém-desmamados. Foram utilizados 30 machos de linhagem comercial,
com 34 dias de idade e peso de 10,9+0,63kg, alojados em gaiolas individuais, durante 14 dias. Os
tratamentos variaram somente nos niveis de f-glucanos que foram de 35, 70, 140 e 280g/T. No final desse
periodo, em metade dos animais foram injetados 2,7mg de lipopolissacarideo (LPS) em 1mL de solugdo
(PBS)/leitdo, e nos demais 1mL/leitdo de PBS. Foram avaliadas temperatura retal (TR), frequéncia
respiratoria (FR), perfil bioguimico sanguineo e sinais clinicos aos 30, 90, 120 e 390 minutos seguintes &
injecdo. As respostas de desempenho ndo foram afetadas pelos niveis de B-glucanos. Foi observado o
aumento de TR, tanto em funcdo do LPS como em fun¢do da hora em que a temperatura foi medida. No
entanto, 0s animais LPS-injetados, que receberam 280g/T de B-glucanos, tiveram a mesma TR daqueles
LPS-néo injetados. Os sinais clinicos foram compativeis com um quadro de inflamacdo aguda e foram
observados, nos animais LPS-injetados, vomito, prostracao e diarreia, sendo que a inclusdo de B-glucanos
ndo conseguiu reverter esses sintomas. O uso de B-glucanos por 14 dias na dieta de leitdes recém-
desmamados mostrou um efeito anti-inflamatorio em situagdo de desafio agudo. Para reverter o desafio
imunoldgico utilizado, o nivel de 280g/T de B-glucanos mostrou-se o0 mais recomendado.
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ABSTRACT

This study was done to evaluate immunological responses and performance of weaning piglets receiving
diets with different levels of f-glucans. Thirty males from a commercial line with 34 days of age and
10.940,6kg initial weight were housed in individual metabolic cages during 14 days. The treatments only
differed in f-glucans levels: 35; 70; 140 and 280g/T. On the 14™ day, half of the pigs were inoculated
with 2.7mg LPS (lipopolysaccharide)/mL of solution (PBS)/pig and the other half received 1mL PBS/pig.
Rectal temperature (RT), respiratory frequency (RF), biochemical profile and animal behavior (120 and
390 minutes after LPS inoculation) were evaluated. As the experiment was conducted, performance was
not affected by f-glucans. An RT increase was observed due to LPS and time of temperature
measurement. LPS-injected animals receiving 280g/T of f-glucans had the same RT as the LPS- non
injected group. Clinical signs were near the expectation for acute inflammation. LPS-injected presented
prostration, diarrhea and vomit and the B-glucans did not reverse this situation. The use of f-glucans in
weaning pigs for fourteen days showed an anti-inflammatory action. To revert the immunologic
challenge, the level of 280g/T of B-glucans was the most recommended.
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INTRODUCAO

Em 2011 a suinocultura brasileira aumentou a
exportagdo de carne, ampliando as vendas para
Hong Kong e Argentina, segundo e terceiro
mercados importadores, respectivamente, além
da reabertura do mercado sul africano e de
expectativas de venda no mercado japonés
(Exportacdes, 2011). Dentro desse contexto de
desenvolvimento e crescimento comercial, a
nutricdo possui grande destaque para aumentar a
competitividade do produto, j& que recentemente
tém surgido descobertas de novos ingredientes
associados a melhorias no sistema imune dos
animais em substituicio aos promotores de
crescimento.

Os p-glucanos sdo polimeros de glicose
constituintes da parede celular dos organismos e
da fibra alimentar sollvel. Esses polissacarideos
(B 1,3 e B 1,6) atuam como imunoestimulantes ao
interagirem com as células de defesa, tais
como macrofagos e linfécitos que, uma vez
estimulados, aumentam a secrecéo de substancias
antimicrobianas, potencializando a destrui¢do de
microorganismos patogénicos (Seljelid et al.,
1987).

As pesquisas em relagdo a participacdo dos pB-
glucanos na resposta imune de leitdes na fase de
creche realizadas por Schoenherr et al. (1994)
sugerem que ocorre uma melhora no
desempenho e na conversdo alimentar. Ja Cheng
et al. (2004), trabalhando com frangos, e Hanh et
al. (2006), com leitdes, nao verificaram melhoras
significativas. Em peixes, a estimulagdo da
resposta imune promovida pelos B-glucanos ja
foi comprovada (Robertsen et al., 1990) e, em
humanos, a atividade imunobioldgica destas
moléculas também é reconhecida, mas seu
mecanismo de participacdo no processo imune
ainda ndo esta elucidado (Amati et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar
temperatura retal, frequéncia respiratoria, perfil
bioquimico sanguineo entre outras respostas
fisioldgicas, de leitbes recém-desmamados,
desafiados imunologicamente por LPS, frente a
adicdo de diferentes niveis de B-glucanos na
dieta.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de
Ensino Zootécnico — LEZO — da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os leitdes recém-
desmamados foram alojados em sala climatizada
composta por 30 gaiolas metabolicas individuais,
equipadas com dois cochos e um bebedouro tipo
chupeta e piso ripado. Foram utilizados 30
machos de mesma linhagem comercial, com 34
dias de idade e peso inicial de aproximadamente
10,9+0,63kg. O periodo experimental teve
duracdo de 14 dias.

As dietas experimentais foram formuladas de
acordo com as Tabelas Brasileiras para Aves e
Suinos (Rostagno, 2005), a partir de uma Unica
dieta basal isoproteica e isoenergética, que foi
oferecida a vontade, assim como a &gua. Os
tratamentos variaram somente no nivel de pB-
glucanos (inclusdo como produto comercial) em
substituicdo ao amido de milho, sendo que os
niveis finais de p-glucanos foram 35, 70, 140,
2809/T.

Diariamente foi observada a ocorréncia de
diarreia, no entanto os animais apresentaram boa
salde do inicio ao fim do periodo experimental.
No Ultimo dia deste periodo, estando os leitbes
com 48 dias de idade e 18kg de peso
vivo em média, foi realizado um ensaio
imunolégico com os 30 animais. Injetou-se 1mL
de solugdo contendo lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli, sorotipo 055: B5 com mais de
500.000 UE (unidade de endotoxina)/mg (Sigma-
Aldrich, 2009) na dosagem de 150pug de LPS/kg
de peso vivo em trés leitbes por tratamento, via
intramuscular. Cada 1mL de solucdo teve
concentragdo de 2,7mg de LPS. Nos demais
leitdes de cada tratamento, foi injetado PBS
(solucéo tampdo) na dose de 1mL/leitdo.

Além das respostas de desempenho — consumo
de racdo (CR), ganho de peso (GP) e conversdo
alimentar (CA) —, foram avaliadas: temperatura
retal (TR) medida com termémetros digitais no
tempo zero e aos 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
180 minutos apds inoculagdo; frequéncia
respiratéria aos 60 minutos apos inoculacdo e
escores de sinais clinicos aos 30, 90, 120 e 390
minutos apds inoculagdo do LPS. Nestes sinais
observaram-se a presenca ou ndo de diarreia,
vémito e o estado geral (de pé, prostrado,
decubito e decubito de olhos fechados).
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Tabela 1. Composicdo de ingredientes e niveis nutricionais calculados das racdes experimentais para a

fase inicial
. 0 Tratamentos (g/T. de B-glucanos)

Ingredientes % 0 3 5 140 280
Milho 53,30 53,30 53,30 53,30 53,30
Farelo de soja 26,73 26,73 26,73 26,73 26,73
B - glucanos (g/T) 0 35 70 140 280
Amido de milho 0,04 0,035 0,03 0,02 0
Gluten de milho 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Acglcar 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Soro de leite 5,73 5,73 5,73 5,73 5,73
Oleo de soja degomado 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Fosfato bicalcico 1,67 1,67 1,67 1,67 1,67
Calcério 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58
Lisina 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54
DL — Metionina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L — Treonina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Colina 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Sal comum 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Acidificante 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Antioxidante 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Premix mineral 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
Premix vitaminas 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Nutrientes calculados
Proteina bruta % 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Energia metab. (kcal/kg) 3400 3400 3400 3400 3400
Gordura total % 5,40 5,40 5,40 5,40 5,40
Lactose % 4,0 4,0 4.0 4.0 4,0
Ca% 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
P disponivel % 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Sédio % 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Lisina total % 1,40 1,40 1,40 1,40 1,40
Metionina % 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54
Met. + Cis % 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Triptofano % 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Treonina % 0,94 1,02 1,02 1,02 1,02

Aos 180 minutos poés-inoculacdo, também foram
avaliados os seguintes parametros bioquimicos
sanguineos:  albuminas  séricas; globulinas
séricas; alanina amino transferase-AST; aspartato
amino transferase-ALT; fosfatase alcalina-FAL;
proteina C reativa. Esta Gltima constitui uma
proteina de fase aguda que, sendo sintetizada
pelo figado, em tese permite detectar uma
resposta inflamatoria.

Utilizou-se um delineamento completamente
casualizado, com cinco niveis de B-glucanos
e seis repeticbes, totalizando 30 unidades
experimentais. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo programa  computacional
Statistical... ~ (2001). Os resultados de
desempenho, frequéncia respiratoria, proteinas
totais, albumina, globulina e medidas de enzimas
no soro sanguineo foram submetidos a analise de
variancia pelo método dos quadrados minimos
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generalizados (GLM), considerando-se LPS
(injetado, ndo injetado) como fator qualitativo.
Para as respostas de desempenho, também foi
realizada anélise de regressao simples em funcéo
dos niveis de pB-glucanos. A resposta de
temperatura retal foi testada por analise de
variancia, considerando-se como fatores nivel de
B-glucanos, minutos e LPS, e também por
regressdo multipla, em funcdo dos niveis de B-
glucanos por LPS. As respostas qualitativas
(proteina C reativa no soro sanguineo e escores
de sinais clinicos) foram analisadas por qui-
quadrado. As médias foram testadas pelo teste
Student-Newman-Keuls, em significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na anélise de variancia (GLM), 0s niveis de B-

glucanos ndo influenciaram as respostas de
desempenho (P>0,05), como pode ser observado
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na Tab. 2. Na anéalise de regressdo, 0 ganho de
peso dos animais teve comportamento quadratico
(P<0,09), enquanto a conversdo alimentar teve
comportamento cubico, ambas as respostas sem
aplicabilidade pratica. No presente estudo, os 14
dias de dieta com B-glucanos foram insuficientes
para avaliacdo consistente de desempenho. Dritz
et al. (1995), trabalhando com leitdes no periodo
de sete a 35 dias pds desmame e oferecendo dois
niveis de dieta (0 e 1% de B-glucanos), também
ndo observaram diferencas significativas nas
medidas de desempenho. Por outro lado, Eicher
et al. (2006) suplementando 2,5% de B-glucanos

na dieta por quatro semanas em leitdes desde o
primeiro dia de vida, observaram um maior
ganho de peso nesse grupo, comparado aos
animais sem o suplemento. Também Mendes et
al. (2010),com leitbes dos 21 aos 60 dias de
idade, observaram maior ganho de peso para
aqueles suplementados com 240g/T de -
glucanos em relacdo ao grupo-controle. Os
autores somente observaram esse efeito no
periodo total, pois de 21 a 35 ou a 49 dias de
idade ndo houve efeito positivo, indicando que o
uso do produto deva ser feito por um periodo
mais prolongado.

Tabela 2. Efeito de niveis crescentes de B-glucanos sobre o desempenho de leitdes de 14 a 28 dias pds-

desmame
B - glucanos (g/T) CR (kg) GP (kg) CA

0 11,58 7,83 1,484

35 11,99 8,30 1,445

70 10,34 7,18 1,447

140 10,91 6,84 1,605

280 10,33 7,53 1,458

Probabilidade 0,281 0,145 0,067

CV % 9,27 10,5 5,31
Anélise de Regressao NS Quadrética Cubica
Probabilidade P<0,09" P<0,03°

TGP =8,162 — 10,12*X + 10,183*X?*; X = B -glucanos (g/T)

2CA = 1,487 — 1,978*X + 20,81* X2 - 40,12*X? ; X = B -glucanos (g/T)

Da anélise de temperatura retal ao longo do
tempo (minutos), em funcdo da inoculagdo de
LPS e niveis de pB-glucanos, apenas serdo
mostradas as interacGes significativas. A Fig. 1
descreve a interacdo observada entre minutos e
LPS (P<0,0001) para a resposta temperatura
retal. Foi observado o aumento desta apds a
inoculacdo tanto de LPS quanto de PBS, ao
longo do periodo. LeitGes que receberam LPS
tiveram maior TR ao longo do periodo medido
do que aqueles em que foi injetado PBS. O
estudo realizado por Wright et al. (2000)
mostrou que leitdes de aproximadamente 35 dias
de idade, inoculados com LPS, também tiveram
aumento significativo da TR, além de uma
elevacdo significativa nos niveis de cortisol
plasmatico, duas horas pos injecéo.

O LPS é um dos padrGes moleculares expressos

sobre a superficie dos patdgenos que pode
desencadear uma resposta das células fagociticas
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do organismo quando injetado (Roitt e Delves,
2004), resultando na fase aguda de resposta. Isto
acontece porque um animal, quando desafiado
imunologicamente, produz diversas citoquinas
gue podem aumentar a taxa metabolica, diminuir
0 apetite e, até mesmo, redirecionar os nutrientes
para atender as necessidades energéticas da
resposta imune, em vez de crescimento muscular.
Esta etapa, chamada de fase aguda de resposta,
caracteriza-se por aumento na sintese de
proteinas especificas, aumento do turnover
proteico, da gliconeogénese e da temperatura
corporal (Klasing e Leshchinsky, 1999). Desta
forma, o aumento da temperatura retal é um claro
indicativo de que os animais estavam sofrendo a
fase de resposta inflamatoria. Por outro lado,
observa-se um aumento de temperatura no
grupo-controle. Esta resposta pode ser atribuida
ao fato de o0s animais estarem sendo
constantemente manejados, consequentemente
sendo estressados.
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Figura 1. Temperatura retal (°C) ao longo do tempo (0 a 180 minutos) em func¢éo da inoculagdo (s) ou ndo

(n) de LPS

A resposta de temperatura retal também mostrou
uma interacdo significativa (P<0,005) entre LPS
e nivel de pB-glucanos (Fig. 2). A figura
mostra que os leitdes LPS-injetados, que estavam
recebendo 280g/T de p-glucanos na dieta,
tiveram a mesma temperatura retal daqueles
LPS-ndo injetados. Este resultado é um forte
indicador de que os B-glucanos tém uma acéo
anti-inflamatdria. Li et al. (2005), ao utilizarem
niveis de 0 e 50mg/kg de B-glucanos adicionados
na dieta, observaram que leites consumindo f-
glucanos tiveram um aumento na producdo de
IL-10 e uma atenuagdo na elevacdo de IL-6 e
TNF. Para Zhong et al. (2008), a melhor relagédo
entre desempenho e resposta imune de leitdes foi
obtida na suplementacdo de 50mg/kg de f-
glucanos. No caso do presente trabalho, a agéo
anti-inflamatdria iniciou-se com a dose de 70g/T,
mas foi mais acentuada na dose mais elevada.
Estes resultados também concordam com os de
Mao et al. (2005), que verificaram uma
participagdo efetiva dos B-glucanos na resposta
imunoldgica de leites frente a injecBes de
LPS, aumentando a proliferacdo linfocitaria e
diminuindo a liberagdo de citoquinas e
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corticosteroides quando foram adicionados
500mg/kg na dieta. Por outro lado, Mendes et al.
(2010), buscando maior produgdo de anticorpos
contra  Micoplasma  hyopneumoniae, ndo
obtiveram diferengas significativas para esta
resposta entre leitdes suplementados com 60,
120, 180 ou240 g/T de B-glucanos.

Na analise de regressdo multipla (P<0,01
R?=0,13), para a resposta de temperatura retal,
foi verificado que os grupos LPS responderam
diferentemente, em fung¢do da inclusdo de -
glucanos na dieta (Fig. 3). Nos LPS-injetados,
a temperatura retal diminuiu em funcdo da
inclusdo (Temperatura = 39,79-0,0014* f-
glucanos), enquanto nos LPS- ndo injetados, a
temperatura retal aumentou (Temperatura =
39,11+0,0008* B-glucanos), embora com menor
inclinacdo. Com essa analise, evidencia-se 0
efeito anti-inflamatério do uso de B-glucano na
dieta dos animais desafiados (LPS injetados),
evitando a elevacdo da temperatura corporal.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.2, p.434-442, 2012
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Figura 2. Temperatura retal (°C) conforme inclusdo de p-glucanos na dieta em funcéo da inoculagéo ou
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Figura 3. Regressao multipla entre temperatura retal e LPS em fung¢éo dos niveis de B-glucanos da dieta.

Na Tab. 3, encontram-se as respostas de
frequéncia respiratoria. Comparando-se  0s
grupos LPS injetados e LPS- ndo injetados,
observa-se que a frequéncia dos LPS injetados
foi significativamente maior do que dos
LPS ndo injetados. Em relacdo aos B-glucanos,
a frequéncia  respiratéria  ndo  diferiu
significativamente, independentemente do nivel
usado na dieta.

As respostas sanguineas mostraram que a inje¢do
de LPS fez as proteinas totais diminuirem de
forma significativa, independentemente do nivel
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de B-glucanos (Tab. 4). Queda nas proteinas
totais € uma resposta esperada em casos de
reagdo inflamatoria aguda (Silva et al., 2005). As
albuminas séricas (Tab. 3) também diminuiram
significativamente no grupo LPS injetado. Para
globulinas, ndo houve uma resposta clara, nem
para LPS, nem para o papel dos B-glucanos. Do
mesmo modo, a proteina C reativa, que era
esperada aumentar em funcdo de ser produzida
no figado em situacOes de estresse (Silva et al.,
2005), como ocorreu neste experimento, nao
mostrou resultados significativos.
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Tabela 3. Analise de frequéncia respiratoria/minuto - 60 minutos apds inoculagdo LPS

LPS
B-glucanos (g/T) N4o injetado Injetado

0 57 117

35 62 96

70 59 67

140 55 60

280 39 85

Média 54b 85a

Probabilidade

B-glucanos 0,398
LPS 0,012
B-glucanos *LPS 0,474
CV% 43,8

Tabela 4. Andlise das proteinas totais, albumina e globulina no soro sanguineo em g/L — 180 minutos
apos inoculagdo LPS

Proteinas totais Albumina Globulina
B - glucanos LPS
(9/T)
N&o Injetado N&o Injetado Né&o Injetado
injetado injetado injetado
0 53,3 49,0 26,3 24,7 27,0 24,3
35 54,7 42,7 27,3 23,0 27,3 19,7
70 55,0 52,0 25,7 26,0 29,3 26,0
140 58,0 50,0 27,7 24,7 30,3 25,3
280 53,3 53,3 25,0 21,3 28,3 31,7
Média 54,9 49,4b 26,4a 23,9b 28,45 25,4
Probabilidade
B-glucanos 0,274 0,060 0,291
LPS 0,004 0,001 0,123
B-gluc.*LPS 0,236 0,142 0,476
CV % 8,9 6,5 194

“Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem em nivel de 5%

Tabela 5. Frequéncia (%) da medida de proteina C reativa no soro sanguineo em mg/dL- 180 minutos
apos inoculagdo LPS

B - glucanos (g/T) 6 12 18
0 50 16,7 33,3
35 66,6 16,7 16,7
70 333 50 16,7
140 50 333 16,7
280 60 40 0
x2 0,77
LPS
Né&o injetado 60 20 20
Injetado 42,9 42,9 14,2
12 0,41
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Quanto as enzimas analisadas no soro sanguineo
(Tab. 6), ndo houve mudancas substanciais com
relagdo aos fatores estudados, indicando que a
injuria causada e/ou o tempo de intervalo entre a
inoculacdo e a coleta das amostras ndo foram
suficientes para alterar as quantidades delas.

Nos escores de comportamentos, observou-se
gue os animais inoculados com LPS tiveram um
comportamento de acordo com o esperado, para
uma resposta inflamatoéria aguda, com surtos de
vomito, diarreia e prostracdo, a partir da primeira
medicio, feita aos 30 minutos (x’<0,05). Berg et
al. (2004), trabalhando com camundongos,
verificaram que os animais inoculados com LPS
tiveram uma clara reducdo no comportamento
social. No presente trabalho, nenhum nivel de f3-
glucanos conseguiu reverter estes sintomas, pois,
analisando-se os niveis de B-glucanos, ndo houve
diferenca significativa (P>0,05), assim como n&o
houve interacéo entre B-glucanos *LPS.

Com base nos custos dos ingredientes e do
produto comercial utilizado, no més de agosto de
2011, a suplementacdo do produto na dieta dos
leitdes elevaria em 2,9% o custo desta. O calculo
da relagdo custo/beneficio torna-se dificil de ser
feito, pois ndo houve efeito no desempenho dos
animais. Por outro lado, o beneficio pode ser
imaginado tal como um segurado se beneficia de
seu seguro em caso de ocorréncia de
determinado sinistro. Em situacBes de desafio
imunolégico, caso os leitdes tenham uma menor
reacdo inflamatdria, havera menor risco de perda
de desempenho em funcgéo de perda de apetite e
febre, entre outros sintomas (Klasing e
Leshchinsky, 1999). Nesse caso, é correto pensar
que aqueles recebendo [-glucanos poderdo
apresentar menor reacdo inflamatoria, tendo
menores perdas de desempenho.

Tabela 6. Andlise da medida de aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e
fosfatase alcalina (FAL) no soro sanguineo em U/L — 180 minutos ap6s inoculagdo LPS

AST ALT FAL
LPS
B - glucanos Né&o Injetado Néo Injetado Néo Injetado
(/) injetado injetado injetado
0 55,3 55,3 42,3 443 328,3 339,0
35 24,0 60,7 41,0 46,0 268,7 413,3
70 32,7 67,7 45,0 39,0 339,0 457,3
140 104,0 38,0 43,0 39,3 312,0 278,3
280 48,3 65,7 37,3 41,7 314,3 384,0
Média 52,9 57,5 41,7 42,1 312,5a 374,4b
Probabilidade
B-glucanos 0,767 0,977 0,270
LPS 0,745 0,941 0,038
B-glucanos 0,163 0,908 0,269
*LPS
CV% 69,3 28,9 22,3
CONCLUSAO causadas por injecdo de LPS. Para reverter o

O uso de B-glucanos por 14 dias na dieta de
leitdes recém-desmamados mostrou ter efeito
anti-inflamatério, evitando maior elevagdo de
temperatura retal dos leitbes em reacGes agudas
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desafio imunolégico utilizado, o nivel de 280g/T
de B-glucanos mostrou-se 0 mais recomendado.
As demais respostas fisioldgicas avaliadas nesse
experimento, bem como o desempenho, ndo
foram afetadas pelo uso de B-glucanos.
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