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USO DE TANINOS CONDENSADOS EM SUINOS RECEM DESMAMADOS
DESAFIADOS COM UMA DIETA SIMPLES

Autor: Lucas de Marques Vilella

Orientadora: Andrea Machado Leal Ribeiro

RESUMO

Dietas simples oferecem um desafio aos animais principalmente na fase pos
desmame, o que pode levar a diversos disturbios do trato gastrointestinal causados
por fatores nutricionais ou pela formacdo de um ambiente propicio ao
desenvolvimento de patégenos, podendo ter como resultado a presenca de diarreia.
Compostos de tanino condensado podem atuar de maneira benéfica nestas
circunstancias. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de um composto de taninos
condensados para suinos com 21 dias de idade, recebendo uma dieta simples. Foi
avaliado desempenho, digestibilidade aparente do trato total, escore fecal e
presenca de diarreia, microbioma intestinal e duas citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e
IL-10). Foram utilizados 32 leitdes, peso médio de 6,3 + 0,78, oito animais por
tratamento, assim distribuidos: Controle negativo - dieta basal com 80 ppm de ZnO;
Controle Positivo - dieta basal com 2500 ppm de ZnO; Taninos condensados 1 e 2
g/kg de racédo — Controle negativo com inclusédo de 1 g/kg ou 2 g/kg de composto de
taninos condensados. Foram formuladas dietas para as fases pré-inicial (1 a 14 dias
pés-desmame) e inicial (15 a 28 dias pos-desmame), com 70 e 35 g/kg de lactose e
360 a 373 g/kg de farelo de soja, respectivamente e sem zinco suplementar. No total
foram 28 dias de experimento que finalizou com animais com 49 dias de idade.
Foram feitas medidas de peso e de consumo aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias pos
desmame, e sobras de racdo foram medidas diariamente. Com estes dados foram
obtidas as medidas de desempenho (consumo de racdo, ganho de peso e
conversdo alimentar). Entre 7 e 14 e 21 e 28 dias p6s desmame foram feitas coleta
de fezes e urina para avaliagcdo da digestibilidade aparente do trato total para
matéria seca, energia, proteina, retencdo de nitrogénio e metabolizabilidade da
energia. A ocorréncia de diarreia e avaliacado do escore fecal foi feita diariamente. Ao
final do experimento, quatro animais por tratamento, foram eutanasiados e as

secOes do trato gastrintestinal foram identificadas e isoladas para evitar transito de



conteudo. Uma amostra de 3 mL do conteudo cecal foi coletada para analise de
microbioma intestinal e um segmento de 5 cm do trato, situado entre o jejuno-ileo
para andlise de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10), ambos armazenados a -
80°C. Do conteudo cecal foi extraido o DNA com o kit ZR fecal DNA MiniPrep da
Zymo®, quantificado, amplificado e sequenciado pelo “MiSeq” lllumina® e
posteriormente analisado na plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology). A andlise de citocinas foi feita através de gPCR, utilizando primers
especificos para cada alvo. Foram feitas as andlises estatisticas no software MiniTab
de acordo com cada variavel. Nao foram encontradas diferencas entre o0s
tratamentos para nenhuma resposta de desempenho nos periodos avaliados.
Também ndo houve diferencas para as respostas de digestibilidade e
metabolizabilidade. As fezes produzidas pelos leitbes que receberam dietas com
taninos apresentaram-se mais Umidas (p<0,01). Os tratamentos nado influenciaram
maior producéo de IL-4 e IL-10 aos 28 dias. No entanto, o tratamento com 2 g/kg de
composto de taninos condensados, proporcionou uma maior razéo
Firmicutes/Bacteroidetes o0 que indica modulacdo benéfica na microbiota
gastrintestinal. O mesmo tratamento mostrou maior incidéncia dos géneros
Mitsuokella e Acidaminococcus, que podem ser benéficos ao desempenho. O uso de
taninos condensados sobretudo no nivel de 2 g/kg de racdo apresenta beneficios

para os leites em situacdo de desafio intestinal.t

Palavras-chaves: Digestibilidade, Saude intestinal, Microbiota, Metabolismo.

! Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia-Producdo Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (88p.) Marco, 2021.



USE OF CONDENSED TANNINS IN WEANED PIGLETS CHALLENGED BY A
SIMPLE DIET

Author: Lucas de Marques Vilella

Advisor: Andrea Machado Leal Ribeiro

ABSTRACT

Simple diets offer a challenge to animals especially in the post-weaning phase,
which can lead to various disorders of the gastrointestinal tract caused by nutritional
factors or the formation of an environment prone to the development of pathogens,
that could result in the presence of diarrhea. Condensed tannin compounds can act
beneficially in these circumstances. The objective of this study was to evaluate the
effect of a compound of condensed tannins for pigs at 21 days of age, receiving a
simple diet. Performance, apparent digestibility of the total tract, fecal score and
presence of diarrhea, intestinal microbiome and two anti-inflammatory cytokines (IL-4
and IL-10) were evaluated. Thirty-two piglets, initial average weight of 6.3 +0.78,
eight animals per treatment, distributed were: Negative control - basal diet with 80
ppm of zinc oxide; Positive Control - basal diet with 2500 ppm of zinc oxide;
Condensed Tannins 1 and 2 g/kg of feed - Negative control with inclusion of 1 g/kg or
2 g/kg of condensed tannin compound. Diets were formulated for pre-initial (1 to 14
days post-weaning) and initial phases (15 to 28 days after weaning) with 70 and 35
g/kg of lactose, 360 to 373 g/kg soybean meal, respectively, both with no
supplementary zinc level. In total there were 28 days of experiment that ended with
49 days old piglets. Weight and intake measures were taken at 0, 7, 14, 21 and 28
days after weaning, and feed leftovers were measured daily. With these data,
performance measures were obtained (feed intake, weight gain and feed
conversion). Between 7 to 14 and 21 to 28 days after weaning, feces and urine were
collected to assess the apparent digestibility of the total tract for dry matter, energy,
protein, nitrogen retention and energy metabolizability. The occurrence of diarrhea
and the evaluation of fecal score was taken daily. At the end of the experiment, four
animals per treatment were euthanized and sections of the gastrointestinal tract were
identified and isolated to avoid transit of content. A sample of 3 mL of cecal content
and a 5 cm segment of the tract, located between the jejuno-ileum were collected
and stored at -80°C for intestinal microbiome and anti-inflammatory cytokines (IL-4



and IL-10) analysis, respectively. From the cecal content DNA was extracted by
Zymo DNA MiniPrep fecal ZR kit®. quantified, amplified and sequenced by "MiSeq"
lllumina® and subsequently analyzed on the QIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) platform. Cytokine scans were performed using gqPCR, using
primers specific to each target. Statistical analyses were performed in the MiniTab
software according to each variable. No differences were found between treatments
for any performance response in the evaluated periods. There were also no
differences for digestibility and metabolizability responses. The feces produced by
piglets that received diets with tannins were wetter (P<0.01). The treatments did not
influence higher production of IL-4 and IL-10 at 28 days. However, the treatment with
2 g/kg of condensed tannin compound provided a higher Firmicutes/Bacteroidetes
ratio, which indicates beneficial modulation in the gastrointestinal microbiota. The
same treatment showed a higher incidence of the genera Mitsuokella and
Acidaminococcus, which may be beneficial to performance. The use of condensed
tannins mainly at the level of 2 g/kg of feed has benefits for piglets in a challenging

intestinal media.?2

Key words: Digestibility, Intestinal health, Metabolism, Microbiote.

2 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (88p.) March, 2021.
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1. INTRODUCAO

Devido ao risco de resisténcia antimicrobiana (Gresse et al., 2019) o uso de
aditivos antimicrobianos na alimentacdo animal tem sido cada vez mais restrito.
Portanto, tém surgido medidas quanto ao uso prudente de antimicrobianos e pela
busca de novas solugbes para prevenir e tratar infecgbes (Organizagdo Mundial da
Saude - OMS, 2017). Aditivos baseados em niveis farmacolégicos de zinco e cobre
em niveis que variam entre 2000 a 3000 ppm, também s&o utilizados na fase pos-
desmame. Porém, é recomendada a diminuicdo do uso desses minerais devido a
suspeita de resisténcia bacteriana e o impacto destes metais no meio ambiente
(Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar - EFSA, 2017; OMS, 2017).

A busca por alternativas tem demonstrado que os extratos vegetais possuem
diversas capacidades antibidticas e imunoestimulantes e capazes de reduzir o
estresse dos animais (Costa et al., 2007). Os taninos, sdo compostos de polifendis
provenientes do metabolismo secundario das plantas. Dividem-se em dois grupos:
taninos hidrolisaveis, constituidos de fenois simples, e taninos condensados,
também denominados proantocianidinas, formados por oligbmeros e polimeros de
flavonoides. Sado os de maior abundancia na natureza (Battestin et al., 2004) e
possuem a capacidade de formar ligagbes com proteinas, podendo ligar-se a
celulose e pectina para formar complexos insollveis. Além disso, precipitam
alcaloides e gelatinas e interagem com polissacarideos e enzimas envolvidas na
digestdo de proteinas e carboidratos (Battestin et al., 2004).

Devido a estas caracteristicas, os taninos sdo conhecidos por possuirem
propriedades antinutricionais, principalmente na alimentacdo de animais nao
ruminantes. No entanto, estas mesmas propriedades fazem deles compostos com
efeitos antibacterianos, antivirais e antidiarreicos (Min et al., 2007, Wang et al.,
2009). Varios estudos tém demonstrado que a utilizacdo de alimentagao
suplementada com baixas concentragdes, entre 1 e 2 g/kg de alimento, de taninos
promove a saude animal, a melhora no estado nutricional e o desempenho
zootécnico de leitdes desmamados, suinos em crescimento e frangos de corte
(Biagia et al., 2010; Brus et al., 2013; Starcevic et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo de dois niveis

suplementares de um composto de taninos condensados de 1 g/kg e 2 g/kg de
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racdo, na alimentacdo de suinos recebendo dietas simples e seus efeitos sobre
desempenho, digestibilidade aparente do trato total, ocorréncia de diarreia,
composi¢cdo do microbioma e citocinas anti-inflamatérias em leitdes com até 49 dias
de idade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. EFEITOS DO DESMAME SOBRE OS LEITOES

O desmame é um grande desafio aos leitbes. A soma de fatores estressores
como a perda de contato com a porca, alteracdo da dieta liquida para uma dieta
sélida, mudanca de ambiente, tensdo social causada pelo contato com outros
grupos, aumenta o desafio imunoldgico, tornando este um periodo critico para o
desempenho dos animais deixando-os mais susceptiveis a enfermidades (Kummer
et al. 2009; Mellor, 2000; Viola & Vieira, 2003).

Por mais digestiveis, complexas e concentradas que sejam as dietas, € comum
gue alguns leitbes recém-desmamados ndo consigam suprir suas exigéncias, pois
seu consumo de racdo € muito baixo. Soma-se a isso a imaturidade do sistema
digestério, limitando a capacidade de ingestdo devido a capacidade fisica, e a
secrecdo insuficiente de acido cloridrico e de enzimas digestivas, 0 que nao permite
uma digestdo e absorcdo de nutrientes adequada (De Lima et al.,, 2009; Molly,
2001).

A ingestdo insuficiente de alimento, a digestdo incompleta e, na maioria dos
casos, a presenca de farelo de soja nas dietas secas que causa reacdes alergénicas
e além de afetar o pH deixando o ambiente menos &cido, desta forma levam a
alteracdes nas estruturas do epitélio intestinal (Pluske, 2001). Um dos efeitos é o
encurtamento das vilosidades e aprofundamento das criptas que, desta forma,
passam a apresentam um menor nimero de células absortivas e um maior nimero
de células secretoras (Hedemann et al., 2003; Pluske, 2001). Além da reducédo da
absorcado de carboidratos e aminoacidos, ha uma queda na absorcao de liquidos, e
de minerais como o sédio, o potassio e o cloreto, podendo levar o animal a uma
diarreia. Ainda, a digestdo incompleta dos carboidratos e proteinas, propicia um
substrato para o desenvolvimento de potenciais patbgenos, o que pode levar a um

processo de fermentacdo, produzindo toxinas e gerando aumento no processo
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inflamatorio, bem como, causando danos ao epitélio, que podem levar a morte do
animal (De Lima et al., 2009; Molly, 2001).

2.1.1 DIETAS COMPLEXAS E DIETA SIMPLES

A elaboracdo de dietas para a alimentacéo dos leitbes na fase pos desmame
tem de levar em consideracdo todos os fatores relacionados a fisiologia destes
animais. Desta forma, dietas empregadas neste periodo sdo consideradas dietas de
alta complexidade para garantir uma alta digestibilidade.

O desmame leva a substituicdo de uma dieta liquida para uma dieta sélida que
modifica a forma de consumo e a composicdo. Logo, sédo dietas formuladas visando
complementar a fisiologia dos animais a fim de diminuir os custos do desafio
causado pela modificacdo da dieta. As principais fontes de energia no leite materno
sdo a gordura e a lactose que serdo substituidos por amido e Oleo vegetal; a caseina
altamente digestivel sera substituida por proteinas vegetais menos digestiveis. Estes
ingredientes podem apresentar antigenos que causam reac¢des de hipersensibilidade
transitéria, uma vez que o leitdo fica sem a protecdo imunoldgica do leite materno
(Kummer et al., 2009).

O sistema digestivo imaturo de leitdes apresenta uma secrecéo insuficiente de
enzimas digestivas e a inadequada producédo de &acido cloridrico (De lima et al.,
2009). Estes fatores levam a diminuicdo de consumo, menor digestibilidade dos
nutrientes o que leva a disturbios entéricos causados pela proliferacdo de bactérias,
virus, parasitos ou desequilibrios nutricionais que causam diarreias, inflamacédo do
TGlI, diminuicdo dos processos de absorcdo e secrecdo das células do epitélio do
TGI.

A maioria das dietas formuladas para esta fase levam em consideragdo a
digestibilidade (Pupa & Rostagno, 1998), a capacidade tamponante e a
antigenicidade dos ingredientes (Branco et al., 2006). Portanto, contém ingredientes
como soro de leite, plasma suino, fontes de amido de maior digestibilidade, fontes
proteicas como farelo de peixe e soja na forma texturizada, extrusada ou como
proteina isolada ou concentrado proteico, além de aminoacidos e enzimas.

No entanto estas dietas sdo caras representando um grande custo na
producéo, aléem de serem complicadas de produzir na propriedade. Dietas simples,
sdo em sua maioria dietas compostas por farelo de soja e milho e sé&o

economicamente mais baratas. No entanto o milho e o farelo de soja apresentam
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estruturas complexas como polissacarideos nao amilaceos (PNA) que limitam o
aproveitamento dos nutrientes (Huisman & Tolman, 1992), além de fatores
alergénicos como as fracdes proteicas, glicina e beta-conglicina, que provocam
reacdo de hipersensibilidade no leitdo, comprometendo a mucosa intestinal e,
consequentemente, o desempenho (Kummer et al., 2009). O uso de enzimas
agalactosidase, Beta-glucanase e xilanase diminuem estes efeitos, além de
favorecer beneficamente a morfologia intestinal, provavelmente pela atuagcéo das
enzimas sobre os fatores alergénicos (Pascoal et al., 2008). Mori et al. (2007)
verificaram que a adicdo de complexo enzimatico neste tipo de dietas influenciou a

morfologia intestinal, aumentando a capacidade de absorcéo dos nutrientes.

2.2. IMPORTANCIA DO MICROBIOMA

2.2.1. Aspectos relacionados a microbiota intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) é o maior compartimento dos suinos e esta
envolvido em varios processos fisioldgicos, incluindo digestdo, absorcao,
metabolismo de nutrientes, desenvolvimento imunolégico e protecdo contra
patdgenos (Clemente et al., 2012). O TGI abriga uma diversificada populacdo de
microrganismos ndo patogénicos, incluindo, fungos, bactérias e arqueas que
mantém uma complexa interagdo com o hospedeiro, denominada microbiota
comensal (Issacson & Kim, 2012). Esta interacao é proveniente de uma coevolucéo
resultante da simbiose entre as partes (Ley et al., 2008).

As principais fungbes da microbiota intestinal para seu hospedeiro incluem
atividades metabdlicas, que resultam no melhor aproveitamento de energia e
nutrientes absorviveis, maturacdo do epitélio intestinal e do sistema imune e, ainda,
conferem protecdo ao hospedeiro contra a colonizacdo de microrganismos
patogénicos. Todas essas funcbes auxiliam no equilibrio da homeostase do
hospedeiro (Guarner & Malagelada, 2003).

Além de auxiliar no melhor aproveitamento da dieta, as bactérias sao conhecidas
por fornecer metabdlitos. Determinados géneros e espécies sdo capazes de
estimular o transporte de sais e agua, auxiliam na absorcdo de calcio, magnésio e
ferro, aumentam a absorcao e producao de fosfatase alcalina exdégena, melhoram a

capacidade de reutilizagdo de sais biliares, sintetizam compostos importantes como
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a vitamina K, e melhoram o padrédo de resposta para insulina (Gresse et al., 2019;
Ley et al., 2008; Ramayo-Caldas 2016; Sekirov et al., 2010).

2.2.2. Funcéo protetora

A microbiota desempenha um papel fundamental na saude e crescimento dos
animais, diminuindo doencas inflamatorias, imunes e infecciosas (Mulder et al.,
2009). Esta interagao entre a microbiota e a mucosa do TGI, principalmente nos
animais jovens, tem uma importante funcéo na suscetibilidade do hospedeiro e no
desencadeamento de respostas (Celi et al., 2017).

Além da interacdo e modulacdo da resposta imune, a microbiota comensal
age de forma direta no controle de microrganismos patogénicos, uma vez que, por
meio da inibicdo competitiva, controlam a colonizacdo dos sitios por microrganismos
exdgenos (Sommer, 2017). O sistema imune do TGI é regulado por meio de varios
mecanismos moleculares, para evitar a ativacdo excessiva de fatores que acarretem
excesso de liquido e a inflamacdo em resposta a esses fatores externos e internos.
Assim, numerosos tipos de células, como as dendriticas, linfocitos (sistema imune
adaptativo), macrofagos e citocinas (sistema imune inato), desenvolveram a
capacidade de comunicacéo entre o microbioma do TGI e o sistema imune mucoso
(Molly 2001; Mulder et al., 2009).

A composicao microbiana é representada principalmente por cinco principais
filos (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria e Spirochaetes),
independentemente da idade. As bactérias do filo Firmicutes representam a maior
proporcdo da populacdo total, seguido de Bacteroidetes. Estes dois filos
correspondem por aproximadamente 90% de todas as bactérias presentes (Kim et
al., 2011; Looft et al., 2012).

Ao longo do desenvolvimento dos animais, a microbiota é alterada até o
estabelecimento de uma populacéo estavel (Kim et al., 2011). Dentre os fatores que
podem influenciar na composi¢cdo da microbiota, podemos destacar a idade, a
linhagem, a localizagdo no TGI, o uso de antimicrobianos, aditivos e probidticos, o
tipo de dieta fornecida e o estado de saude dos animais (Borewicz et al., 2015; Kim
et al., 2011; Leser et al., 2000; Ley et al., 2008; Looft et al., 2014; Pajarillo et al.,
2014; Roca et al., 2014).
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Podemos observar que a diversidade microbiana aumenta significativamente
nos segmentos gastrointestinais mais distais em relacdo as por¢cdes proximais
(Roca, et al., 2014). Varios fatores, tais como pH mais neutro, baixo transito
intestinal e ambiente anaerodbio estdo associados com o aumento da sobrevivéncia
das bactérias no intestino grosso.

Um estudo piloto para explorar as diferencas na composicdo do microbioma
em porcgBes do jejuno, ileo, ceco e colon foi realizada por Isaacson et al. (2012).
Estes autores comprovaram que as composi¢cdes da microbiota do célon e do ceco
foram muito semelhantes, representadas pelos filos Firmicutes e Bacteroidetes.
Contudo, as composi¢cdes da microbiota do jejuno e ileo foram bastante diferentes.
No jejuno, bactérias do filo Firmicutes representaram mais de 90% da microbiota,
seguido por bactérias dos filos Proteobacteria, Cianobacteria e Actinobacteria. No

ileo, Firmicutes e Proteobacteria foram os dois filos dominantes.

2.2.3. Metagenbmica

7

A comparacdo de comunidades microbianas é feita principalmente pela
amplificac@o e analise do gene rRNA16S, na qual permite avaliar toda a microbiota
envolvendo bactérias e arqueas presente em uma amostra (Ley et al., 2008). Dessa
forma, a metagenbmica tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada para
estudar a ecologia e evolucdo das comunidades bacterianas e ja demonstrou ser
mais sensivel na detec¢do de espécies de bactérias em menor concentracdo do que
0s métodos dependentes da cultura ou sequenciamento da regido do gene rRNA
16S (Lamendella et al., 2011).

Ao utilizar o sequenciamento do gene 16S rRNA, houve um aumento
substancial do volume de dados, verificagdo da composicdo das comunidades
microbianas e a observacao da diversidade dos mesmos (Ley et al., 2008). O rRNA
16S é um dos genes conservados em arqueas e bactérias com regides variaveis que
permitem a determinacdo das espécies (Woese & Fox, 1977). Através do
sequenciamento gendmico, foi possivel uma melhor exploracdo das informacdes
quanto a composicao, a distribuicdo da microbiota, a diversidade e as suas fun¢bes

relacionadas ao hospedeiro (Isaacson & Kim, 2012).
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2.3. RESPOSTAS IMUNE E SAUDE INTESTINAL DOS SUINOS RECEM-
DESMAMADOS

O sistema imunoldégico é responsavel por detectar a presenca de um antigeno,
sendo ele uma substancia quimica ou um ser estranho ao organismo (bactérias,
virus, proteinas etc.) e transmitir a informacédo ao resto do corpo para que esse
possa responder com alteracdes metabdlicas e comportamentais, que afetem o
desempenho e a exigéncia em nutrientes. Em geral, o sistema imune reage aos
antigenos, liberando citocinas que ativam os componentes celulares (fagécitos) e
humorais (anticorpos), tendo como consequéncia a queda no consumo de alimentos,
a elevacgao da temperatura corporal e a producgéo de calor (Kummer et al., 2009).

Essa ativacdo do sistema imunolédgico leva a modificacdo na reparticdo dos
nutrientes, principalmente energia e proteina, pelo aumento da taxa metabdlica
basal, com maior utilizacdo de carboidratos. Dessa maneira, parte da glicose
conseguida através dos alimentos segue seu curso normal para os tecidos
periféricos, ao passo que a outra parte € utilizada para ativacdo do sistema
imunologico. Assim, a necessidade de energia fica aumentada (Klasing, 1998).

Outra consequéncia prejudicial da ativacdo do sistema imunolégico é a reducao
da sintese proteica, associada a maior taxa de degradacdo. A necessidade de
nitrogénio aumenta também para sintese de proteinas de fase aguda e de outros
produtos imunolégicos. De acordo com Shurson & Johnston (1998), ocorre ainda

maior deaminacdo de aminoacidos e maior excrecdo de nitrogénio urinario.

2.3.1. Respostas inflamatorias

O processo inflamatério ocorre como resposta a injaria celular tecidual e
esse processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos, tais como o
extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracdo celular, liberacdo de
mediadores, lise tecidual e reparo (Carvalho & Lemdnica, 2020). Em consequéncia
da lesdo aguda da mucosa intestinal, ocorrem trés eventos locais que resultam na
restauracdo da continuidade epitelial e da permeabilidade normal (Blikslager et al.,
2007):

a) a contracdo dos vilos para promover a reducdo da area

superficial exposta;
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b) a migracédo de células epiteliais para reparar a membrana basal
exposta;
c) o fechamento dos espacos existentes entre as células epiteliais,

que irdo ficar mais proximas.

A ativacdo do sistema imune gastrintestinal gera a producdo de diversas
células especializadas e moléculas sinalizadoras que possuem importante papel na
regulacdo das respostas imunes e inflamatorias. Os processos inflamatorios séo
regulados pelas citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNFa) e demais componentes
imunologicos. Esta resposta leva a diminuicdo do consumo de alimento e elevacao
da temperatura corporal. No entanto, em resposta, ocorre a liberagdo de citocinas
anti-inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-10 e IgE) que inibem este processo. As interleucinas
IL-4 e IL-10 tem importante funcéo de inibir a sintese de outras citocinas. A IL-4
também atua na construcdo da resposta imune Th2 (resposta humoral) enquanto a
IL-10 inibe a resposta Thl (resposta citotdxica) (Abbas et al., 2014; Omanakuttan et
al., 2020).

2.4. USO DE ADITIVOS ANTIMICROBIANOS

Na producédo animal sdo utilizados varios antimicrobianos, constituindo-se no
setor que lidera mundialmente o consumo desses produtos (Costa et al., 2007). Os
antimicrobianos sdo amplamente utilizados e funcionam no controle da microbiota
intestinal, fazendo com que ocorra maior desempenho zootécnico dos animais no
sistema de producédo de suinos. No entanto, quando ocorre 0 Uso em excesso pode
haver um aumento da resisténcia antimicrobiana (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001).

Diante destes fatos, os consumidores tém exigido a restricdo ao uso destes
aditivos, e esta pressdo tem aumentado a busca por alternativas que garantam o
desempenho produtivo sem interferir na qualidade do produto (Oetting et al., 2006) e
garantam a saude animal e humana (Gresse et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) determinou normas que delimitam o
uso de antimicrobianos de forma consciente (OMS, 2017). No Brasil, varios
antimicrobianos ja foram suspensos da produc¢do animal e a Instrugdo Normativa n°
03 de janeiro de 2020 (Brasil, 2020) passou a restringir ainda mais 0s

antimicrobianos como aditivo zootécnico adicionado as ragdes animais.
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Diante da importancia deste setor para o agronegdécio brasileiro, e diante da
proibicdo dos antimicrobianos melhoradores de desempenho, uma lacuna cientifica
se forma, fazendo-se necessarios estudos de produtos alternativos aos antibioticos
melhoradores de desempenho. Entre esses produtos alternativos podemos destacar
os aditivos fitogénicos e o0s acidos organicos.

Os aditivos antimicrobianos de origem natural agem como melhoradores de
desempenho de animais criados de forma intensiva, auxiliando na manutencdo da
saude intestinal, permitindo maior ganho de peso diario e melhorando a conversao
alimentar destes animais (Costa et al., 2007). Estes aditivos vém sendo testados nas
dietas de suinos como potenciais alternativas aos antibiéticos e quimioterapicos
convencionalmente usados como melhoradores de desempenho (Kim et al., 2012).
A melhora no desempenho de animais de producdo que recebem aditivos
alimentares pode ocorrer devido ao aumento na digestibilidade e absorcdo de
nutrientes, estimulo da secrecdo de enzimas digestivas (Costa et al., 2007), pela
melhora na saude intestinal por meio da manutencédo da microbiota benéfica e pelos
efeitos benéficos no epitélio intestinal (Claus et al., 2007), além de outros efeitos

inerentes a cada aditivo.

2.5. ADITIVOS FITOGENICOS

Os aditivos fitogénicos sédo definidos como compostos derivados de plantas,
que sdo incorporados as dietas animais com a finalidade de promover melhor
desempenho e melhor qualidade dos produtos obtidos destes animais. Estes,
classificam-se de acordo com a sua origem e processamento em: extratos,
condimentos, Oleos essenciais (compostos lipofilicos extraidos por vaporizacdo ou
destilacdo a alcool) e oleoresinas (compostos extraidos por solventes nao aquosos)
(Windisch et al., 2008).

Os extratos vegetais sao ricos em principios ativos, sendo que estes variam
muito em concentracdo e em atividade antibacteriana, de acordo com a espécie
botanica e parte da planta que séo extraidas (Cheng et al., 2014; Costa et al., 2008).
Esses compostos sdo conhecidos por seus efeitos anti-inflamatorio, antiviral (Costa
et al., 2007), antioxidante, antiparasitario, coccidiostatico e efeito imunomodulador,
sendo que suas propriedades multifuncionais dependem dos compostos bioativos

presentes em cada extrato (Cheng et al., 2014).
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2.6. TANINOS

Os taninos sao compostos fendlicos provenientes do metabolismo secundério
das plantas e, definidos como polimeros sollveis em agua e solventes polares, que
formam ligagcbes com proteinas. Combinam-se a celulose e pectina para formar
complexos insolaveis e precipitam alcaldides e gelatinas, interagem com outras
macromoléculas como os polissacarideos e enzimas envolvidas na digestdo das
proteinas e carboidratos (Battestin et al., 2004)

Nas plantas, os taninos encontram-se em raizes, lenho, casca, folhas, frutos,
sementes e na seiva, sendo que o conteldo e composicdo variam (Battestin et al.,
2004). Quando extraidos, os taninos podem apresentar-se como um pé amorfo com
coloracdo variando do amarelo claro ao marrom, apresentando sabor adstringente
(Khanbabaee & Ree, 2001).

Os taninos formam o complexo tanino-carboidrato, que reduz a atividade das
enzimas amiloliticas, ocasionando diminuicdo da digestdo dos carboidratos e,
consequentemente, do seu aproveitamento energético (Fialho & Barbosa, 1992).
Essa ligacdo aumenta quando os carboidratos apresentam alto peso molecular
(polissacarideos), baixa solubilidade e conformacdo flexivel (Fialho & Barbosa,
1992). Além disso, proteinas com alto peso molecular e estruturas abertas e flexiveis
associam-se mais fortemente aos taninos; a afinidade das proteinas aos taninos é
maior no ponto isoelétrico da proteina, podendo haver variacdes quanto ao pH
(Frutos et al.,, 2004). A classificacdo mais usual dos taninos tem como base a
estrutura molecular e os divide em taninos hidrolisaveis (TH) e taninos condensados
(TC) (Battestin et al., 2004).

2.6.1. Taninos Hidrolisaveis (TH)

Estes taninos sdo definidos como poliésteres de acidos fendlicos, apresentam
no centro da molécula um carboidrato poliol geralmente D-glucose (Figura 1) na sua
estrutura e ndo sdo muitos abundantes na natureza (Mueller-Harvey & McAllan,
1992). Os grupos hidroxila dos carboidratos encontram-se parcial ou totalmente
esterificados com grupos fenolicos, como o acido galico (nos galotaninos) ou o acido
elagico (nos elagitaninos). Os TH por hidrolise acida liberam acidos fendlicos: galico,

caféico, elagico e um agucar (Sgarbieri, 1996). Este tipo de taninos € abundante em
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folhas, frutas, e vagens de dicotiledbneas, mas nado tem sido detectado em
monocotiledéneas (Lewis & Yamamoto, 1989), e pode sofrer facilmente hidroélise por
bases, acidos e esterases. A hidrdlise do acido tanico, um tipico tanino hidrolisavel,
pode acontecer espontaneamente ou pela acdo de enzimas, e tem como resultado a

glicose e o acido galico. (Singleton & Kratzer, 1973).
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Figura 1. Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel.

O metabolismo microbiano e a digestdo gastrica convertem esses taninos em
compostos metabdlicos de baixo peso molecular. Alguns desses metabdlitos sao
toxicos e estdo associados a hemorragias gastro-entéricas e necrose do figado e

rins, principalmente em monogastricos (Cannas, 2019).

2.6.2. Taninos Condensados (TC)

Os taninos nao hidrolisaveis ou condensados (flavolanos) sdo polimeros dos
flavonoides (Sgarbieri, 1996), formados predominantemente por unidades de flavan-
3-ols (catequina) e flavan 3,4-diols (leucoanto-cianidina) unidas através de ligacdes
carbono-carbono (Figura 2) nao susceptiveis de quebra por hidrélise. Como
consequéncia ndo sao absorvidos pelo trato gastrointestinal (Cannas, 2019).

Os taninos condensados sdo mais dificeis de serem degradados que os
hidrolisaveis, podendo ser toxicos para uma variedade de microrganismos. Isto pode
explicar o efeito destas moléculas em retardar a biodegradacdo e diminuir a
decomposicdo da matéria organica (Bhat et al., 1998).

Os TC apresentam uma rica diversidade estrutural que pode afetar suas

propriedades biolégicas, como a capacidade de ligacdo as proteinas (Mueller-
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Harvey, 1992). Estdo presentes principalmente em plantas lenhosas e na fracéao
fibra alimentar de diferentes alimentos como cereais e leguminosas, nos quais séo
responsaveis por efeitos adversos na cor, sabor e qualidade nutricional (Serrano et
al., 2009). Por exemplo, castanheiras e acécias sdo conhecidas por produzirem
ambos os taninos, condensados e hidrolisaveis (Mueller-Harvey, 2006).

Informacdes quanto a absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo dos
polifendis sdo escassos (Efraim et al. 2011; Manach et al., 2004). O intestino
delgado é o principal local de absor¢cdo dos TH sendo fermentados em menor
quantidade no colon (Bravo, 1998; Saura-Calixto et al., 2007). Sdo geralmente
excretados na urina e bile (Bravo, 1998). A absorcdo dos TC no intestino delgado
seria limitada pela formacdo de complexos com proteinas, amido e enzimas
digestivas (Manach et al., 2004; Serrano et al., 2007). No colon, os TC que
apresentam baixo peso molecular sdo degradados em fendis simples ou excretados
nas fezes (Jardini & Mancini Filho, 2007), enquanto os com alto peso molecular e
alta polimerizacdo ndo sao afetados pela microbiota (Bravo, 1998). A microbiota
intestinal pode degradar &cido galico e metabdlitos de proantocianididas, pequenas

guantidades podem ser detectadas nos residuos do colon apos fermentacéo (Bravo,
1998; Hagerman & Butler, 1981; Mueller-Harvey, 2006; Saura-Calixto et al., 2007).
OH

Figura 2.Estrutura quimica de um tanino condensado.
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2.7. Efeito do uso de taninos na alimentagcéo animal

Os taninos presentes nos vegetais utilizados na nutricdo de diversas espécies
animais podem apresentar efeitos deletérios e benéficos quanto a saude e a
producdo animal. Acredita-se que os efeitos bioldégicos dos taninos possam ocorrer
de duas maneiras (Serrano et al., 2009):

(i) como uma estrutura complexa e inabsorvivel, produz efeitos
locais no TGI (acdo antioxidante e sequestro de radicais livres, acao
antibacteriana e antinutricional);

(i) como taninos absorviveis (provavelmente com baixo peso
molecular) e metabdlitos produzidos através da fermentacdo da
microbiota, afetam varios 6rgaos.

Devido a caracteristica adstringente dos taninos, pode ocorrer reducdo na
ingestdo de alimentos e na produtividade animal (Beelen et al., 2008). A
adstringéncia é a sensacdo causada pela formacédo de complexos entre os taninos,
proteinas salivares e o epitélio mucoso da cavidade oral ou através da ligacao direta
dos taninos com os receptores gustativos (Beelen et al., 2008). A precipitacdo das
proteinas salivares reduz as propriedades lubrificantes da saliva, causando a
sensacao de boca seca e afetando a ingestdo do alimento (Mueller-Harvey, 2006).
As prolinas da saliva possuem caracteristicas hidrofébicas e contribuem para a
conformacao mais aberta da molécula de proteina e apresentam alta afinidade pelos
taninos (Soares et al., 2012). As prolinas foram encontradas na saliva de humanos,
suinos, ratos, coelhos e cabras estando ausentes em hamsters e em niveis baixos
em ovinos e bovinos (Mueller-Harvey, 2006). O nivel de prolina salivar nos
herbivoros e possivelmente em humanos é regulado pela exposicédo frequente aos
TC presentes na dieta (Da Costa et al., 2008; Mueller-Harvey, 2006).

O aumento das concentracdes de taninos nas dietas afeta negativamente o
consumo e o ganho de peso diario em frangos (Kubena et al., 2001). Portanto tem
se buscado niveis de inclusdo que ndo afetem o desempenho dos animais e ainda
assim apresentem efeitos benéficos. Concentracdes de menos de 1 g/kg séo
consideradas baixas, 1 a 3 g/kg medianas e acima de 4 g/kg sdo consideradas altas.
No entanto os efeitos em relacdo a dose podem variar dependo do tipo de tanino

empregado (Jansman, 1993).
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Os taninos afetam a digestibilidade da dieta ao formar complexos com
proteinas, carboidratos, macromoléculas e outros polimeros, precipitando-os. Dietas
ricas em taninos podem reduzir a atividade bioldégica de varias enzimas como
tripsina, a-amilase, B-glucosidase, lipase, entre outras (Serrano et al., 2009). Podem
complexar as proteinas da dieta, que deixam de estar acessiveis as proteases
reduzindo a digestibilidade da proteina bruta, inibir o crescimento microbiano do
rimen ou célon e formar complexos insollveis com o substrato presente (Beelen et
al., 2008; Molina et al., 2003; Serrano et al, 2009).

O consumo de tanino também produz efeitos positivos aos animais e humanos.
Esses efeitos sdo dependentes de fatores como tipo e quantidade de tanino
ingerido, absorcdo, metabolismo e espécie animal (Manach et al., 2004). A acéo
antioxidante ocorre pela habilidade em doar hidrogénio ou elétrons e pelos radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento,
como os acidos graxos e 6leos (Hagerman et al.,1998; Wang 2019).

Acredita-se que as proantocianidinas encontradas em chas e vinhos sejam
potenciais cardioprotetores e que, provavelmente ao inibirem a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade, reduzem o colesterol plasmatico e o risco de
aterosclerose (Santos-Buelga & Scalbert, 2000; Serrano et al., 2009). A atividade
inibidora do crescimento de micro-organismos se deve ao fato dos taninos
complexarem-se com facilidade a ions metalicos, sequestrando-os do meio,
impedindo que sejam utilizados como cofatores enzimaticos pelas bactérias
(Monteiro et al., 2005; Scalbert, 1991;) e pode afetar a excrecdo de ferro através e

desta forma afetando o plasma sanguineo (Lee et al., 2010).

2.8. ZINCO COMO ADITIVO ANTIMICROBIANO

Os ions metalicos sdo essenciais para que todos os organismos sobrevivam no
meio ambiente ou no hospedeiro. Os ions metélicos sdo necessarios em muitos
processos biolégicos como componentes de metaloproteinas e servem como
cofatores ou elementos estruturais para enzimas. No entanto, é fundamental do
ponto de vista do crescimento microbiano, que as bactérias assegurem que a
absorcao e a disponibilidade do metal estejam de acordo com suas necessidades,

uma vez que o desequilibrio na homeostase pode comprometer seu crescimento.
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Com o aumento da restricdo do uso de farmacos como antimicrobianos, tem
aumentado o uso de sais metalicos como substitutos, sendo os de zinco (Zn) e
Cobre (Cu) os de maior eficacia. O Zn vem sendo utilizado em doses farmacologicas
desde o inicio dos anos 90, adicionado na forma de 6xido, por duas a trés semanas,
porque promove aumento do ganho de peso e reduz a ocorréncia de diarreia em
leitdes apos o desmame (Botelho et al., 1996; Lima et al., 1996). Contudo, o uso de
Zn, em doses muito acima dos niveis exigidos pelos animais (2400 a 3200 mg/kg)
sempre foi um assunto de discussao porque, embora promova redugcdo da
ocorréncia de diarreia e aumento no ganho de peso nos leitbes, é um metal pesado
gue pode ser toxico nessas concentracdes além da maior parte ser eliminada nas
fezes (Cristani, et al., 1997) podendo se acumular no solo, com risco de poluicdo
ambiental e contaminacdo da agua. Além disso, as altas concentrac6es de Zn no
alimento podem acarretar o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana
((Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA), 2017; Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) 2017), e podem regular a expressdo de genes que modificam a
resposta imune dos leitdes (Debski, 2016).

Estudos demonstraram que Zn e Cu utilizados em altas concentracées por um
periodo mais longo podem promover a propagacédo da resisténcia antimicrobiana da
microbiota intestinal em suinos (Holzel et al., 2012). Foi demonstrado que a
exposi¢do prolongada a doses farmacoldgicas de Zn pode aumentar a resisténcia
em alguma forma de microrganismos, inclusive Escherichia coli multirresistente em
leitdes tratados por quatro semanas com 2500 mg/kg na dieta, na forma de ZnO
(Bednorz et al., 2013). O uso prolongado de metais pesados, como Zn, oferece
pressao seletiva sobre bactérias resistentes a antimicrobianos, e essa € uma razao
pela qual o uso de altas doses destes metais pode desempenhar um papel na
manutenc¢ao da resisténcia antimicrobiana (Holman & Chenier, 2015).

O mecanismo de acéo do Zn contra a diarreia ainda ndo € bem compreendido,
mas ha varias hipéteses. Alguns autores sugeriram que altas concentracdes de Zn
dietético diminuem a permeabilidade intestinal, impedindo a translocacdo de
bactérias patogénicas através da barreira intestinal (Zhang & Guo, 2009). No
entanto, no tratamento da diarreia, apenas altas doses farmacolégicas de ZnO sao
eficientes. O Zn aumenta a sintese de IgA no intestino e reduz a translocacdo de
bactérias tanto anaerdbicas como produtoras de &acido lactico nos linfonodos

mesentéricos (Broom et al., 2006). In vitro, 0 ZnO reduz a expressao de genes
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ligados a citocinas anti-inflamatorias, que sao estimuladas por E. coli enterotoxicas.
O Zn também protege a integridade da membrana intestinal através da reducao da

adesdo e invasao de E. coli enterotoxicas (Roselli et al., 2003).
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipoteses:
1. Os taninos condensados melhoram o desempenho dos leitbes e a
digestibilidade das dietas;
2. Os taninos condensados melhoram a composicdo do microbioma, e
influenciam as respostas anti-inflamatoérias dos leitdes;
3. Os taninos condensados diminuem a ocorréncia de diarreias nos leitbes;

4. Os taninos condensados sao uma alternativa a aditivos antimicrobianos.

Objetivo:

Avaliar se a adicdo de composto de taninos condensados em dois niveis
suplementar de 1 g/kg e 2 g/kg de racdo melhora o desempenho, a digestibilidade, a
composicdo da microbiota intestinal e a diarreia em suinos na fase creche
alimentados com uma dieta simples e avaliar se estas concentragdes influenciam a

producao de citocinas anti-inflamatérias.
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RESUMO

Foi avaliado o efeito de um composto de taninos condensados em leitdes com
21 dias de idade recebendo dietas simples a base de milho e farelo de soja. Foram
usados 32 leitbes com peso médio inicial de 6,3+0,78 kg, oito animais por
tratamento, distribuidos em quatro tratamentos: Controle negativo - dieta basal com
80 ppm de o6xido de zinco; Controle positivo - dieta basal com 2500 ppm de 6xido de
zinco, Taninos condensados 1 g/kg e 2 g/kg — Controle negativo com incluséo de 1
g/kg ou 2 g/kg de composto de taninos condensados. Duas dietas basais foram
formuladas para as fases pré-inicial (1 a 14 dias pés-desmame) e inicial (15 a 28
dias pés-desmame), com 70 e 35 g/kg de lactose e 360 a 373 g/kg de farelo de soja,
respectivamente e sem zinco suplementar. Foi avaliado o desempenho (consumo
de racao, ganho de peso e conversao alimentar), digestibilidade aparente do trato
total para matéria seca, energia, proteina, retencdo de nitrogénio e
metabolizabilidade da energia, ocorréncia de diarreia e avaliacdo do escore fecal.

Também foi feita avaliacdo do microbioma intestinal e da presenca de citocinas anti-
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inflamatorias (IL4 e IL-10). Aos 28 dias, quatro animais por tratamento, foram
eutanasiados e uma amostra de 3mL do contetdo cecal foi coletada para analise de
microbioma intestinal e um segmento de 5 cm do trato, situado entre o jejuno-ileo
para analise de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), ambos armazenados a -
80°C. Do conteudo cecal foi extraido o DNA com o kit ZR fecal DNA MiniPrep da
Zymo®, quantificado, amplificado e sequenciado pelo “MiSeq” Illumina® e
posteriormente analisado na plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology). A analise de citocinas foi feita através de qPCR. N&o houve diferenca
estatistica para as respostas de desempenho e para os coeficientes de
digestibilidade nos periodos avaliados. As fezes produzidas pelos leitdes que
receberam dietas com taninos apresentaram-se mais Umidas (P<0,001). Os
tratamentos com tanino ndo promoveram maior producédo de IL-4 e IL-10 aos 28
dias. No entanto, o tratamento com 2 g/kg de composto de taninos condensados,
proporcionou uma maior razdo Firmicutes/Bacteroidetes o que indica modulacao
benéfica na microbiota gastrintestinal. O mesmo tratamento mostrou maior
incidéncia dos géneros Mitsuokella e Acidaminococcus, que podem ser benéficos
para o desempenho subsequente destes animais. O uso de taninos condensados,
sobretudo no nivel de 2 g/kg de racdo, apresenta beneficios para leitbes em

situacdes de desafio intestinal.

Palavras chaves: Escore fecal; Diarreia; Digestibilidade; Saude intestinal;

Metabolismo; Microbiota.
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ABSTRACT

The effect of a compound of condensed tannins in pigs at 21 days of age
receiving simple diets was evaluated. Thirty-two piglets (6.3+0.78 kg initial average
weight), eight animals per treatment, were distributed in four treatments: Negative
control - basal diet with 80 ppm of zinc oxide; Positive control - basal diet with 2500
ppm of zinc oxide; Condensed tannins 1 g/kg and 2 g/kg - Negative control with
inclusion of 1 g/kg or 2 g/kg of condensed tannin compound. Two basal diets were
formulated for the pre-initial (1 to 14 days post-weaning) and initial (15 to 28 days
post-weaning) phases, with 70 and 35 g / kg of lactose and 360 to 373 g / kg of bran
soybeans, respectively and without supplemental zinc. Performance (feed intake,
weight gain and feed conversion), the apparent digestibility of the total tract for dry
matter, energy, protein, nitrogen retention, energy metabolisability, the occurrence of
diarrhea and the evaluation of fecal score were evaluated. At the end of the
experiment, four animals per treatment were euthanized and sections of the
gastrointestinal tract were identified and isolated to avoid transit of content. A sample
of 3 mL of cecal content and a 5 cm segment of the tract, located between the jejuno-
ileum were collected and stored at -80°C for intestinal microbiome and anti-
inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10) analysis, respectively. From the cecal content
DNA was extracted by Zymo DNA MiniPrep fecal ZR kit®. quantified, amplified and
sequenced by "MiSeq" Illlumina® and subsequently analyzed on the QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) platform. Cytokine scans were
performed using gPCR. There was no statistical difference for performance
responses and digestibility coefficients in the evaluated periods. The feces produced
by piglets that received diets with tannins were wetter (P<0.01). The treatments with
tannin did not promote higher production of IL-4 and IL-10 at 28 days. However, the
treatment with 2 g/kg of condensed tannin compound provided a higher
Firmicutes/Bacteroidetes ratio, which indicates beneficial modulation in the
gastrointestinal microbiota. The same treatment showed a higher incidence of the
genera Mitsuokella and Acidaminococcus, which may be beneficial to performance.
The use of condensed tannins mainly at the level of 2 g/kg of feed has benefits for

piglets in a challenging intestinal media.

Key words: Diarrhea; Digestibility; Fecal score; Intestinal health; Metabolism;
Microbiome.
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INTRODUCAO

O risco de resisténcia antimicrobiana levanta preocupagédo na saude animal e
humana (Gresse et al., 2019). Portanto, tém surgido medidas quanto ao uso
prudente de antimicrobianos e pela busca de novas solucdes para prevenir e tratar
infecgbes (Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 2017). Aditivos baseados em
niveis farmacoldégicos de zinco e cobre em niveis que variam entre 2000 a 3000
ppm, também sdo utilizados na fase pods-desmame. Porém, € recomendada a
diminuicdo do uso desses minerais devido a suspeita de resisténcia bacteriana e o
impacto destes metais no meio ambiente (Autoridade Europeia de Seguranca
Alimentar - EFSA, 2017; OMS, 2017).

O manejo e a melhoria nutricional sdo as estratégias dominantes para reduzir o
estresse do desmame na producdo de suinos (Modina et al., 2019). A busca por
alternativas tem demonstrado que o0s extratos vegetais possuem diversas
capacidades antibidticas e imuno- estimulantes e de reducdo de estresse (Costa et
al., 2007). Dentre estas alternativas, destacam-se 0s taninos, que sdo compostos de
polifendis provenientes do metabolismo secundario das plantas, classificados em
dois grupos distintos: taninos hidrolisaveis, constituidos de fendis simples e taninos
condensados, também denominados proantocianidinas, formados por oligbmeros e
polimeros de flavonoides. Os taninos condensados, sdo encontrados em maior
abundéancia na natureza (Battestin et al., 2004) e quando ingeridos possuem a
capacidade de formar ligacdes com proteinas, celulose e pectina para formar
complexos insoluveis. Além disso, precipitam alcaldides e gelatinas e interagem com
polissacarideos e enzimas envolvidas na digestdo de proteinas e carboidratos
(Battestin et al.,, 2004). Devido a estas caracteristicas eles sao conhecidos por
possuirem propriedades antinutricionais, principalmente na alimentacdo de nao
ruminantes. No entanto, estas mesmas propriedades fazem deles compostos com

efeitos antibacterianos, antivirais e antidiarreicos (Min et al., 2007, Wang et al.,
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2009). Varios estudos tém demonstrado que a utilizacdo de racdes suplementadas
com baixas concentracfes de taninos promove a saude animal e o desempenho
zootécnico de leitbes desmamados, suinos em crescimento e frangos de corte (Biagi
et al., 2010; Brus et al., 2013; Starcevic et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de dois niveis suplementares de
um composto de taninos condensados- 1 g/kg e 2 g/kg de racéo-, e seus efeitos
sobre desempenho, digestibilidade aparente do trato total, ocorréncia de diarreia,
composicdo do microbioma e das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 de leitdes

alimentados com dietas simples.
MATERIAL E METODOS

Animais, instalacdes e tratamentos.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob n® 4496. Foram utilizados 32
suinos machos inteiros, de genética comercial (Landrace x Large White), com 21
dias de idade, e peso médio inicial de 6,3+0,78 kg. O experimento constituiu-se por
quatro tratamentos, com 8 repeticbes cada, assim distribuidos: Controle negativo -
Dieta basal, com 80ppm de zinco; Controle positivo - Dieta basal com 2500ppm de
zinco e Composto de taninos condensados (CTC) 1 g/kg de racdo e CTC 2 g/kg de
racao - Dieta igual ao controle negativo com suplementacdo de composto comercial
com 70% de taninos condensados extraidos da casca de acacia negra (Acacia

decurrens), através do cozimento da casca e secagem pelo processo de spray-dry.

Foram formuladas dietas para a fase pré-inicial (1 a 14 dias pos desmame) e
inicial (15 a 28 dias pés desmame) de acordo com o NRC (2012), porém, com o
objetivo de desafiar os animais nutricionalmente (Tabela 1). Desta forma, foram

incluidos niveis baixos de lactose (70 g/kg e 35 g/kg de racéo, dieta pré-inicial e



40

inicial, respectivamente), uma maior quantidade de farelo de soja do que o
preconizado para a idade (360 e 373 g/kg de racdo) para as dietas também foi
formulado dois tipos de premixes que se diferenciaram apenas quanto ao nivel de
oxido de zinco (ZnO), um com 2500 ppm de ZnO e o outro com nenhum nivel
suplementar de ZnO. Os animais foram alojados em gaiolas de metabolismo
semelhantes as descritas por Pekas (1968) medindo 1,60 x 1,27 x 0,56 m, com piso
e laterais metalicas, equipadas com bebedouros e comedouros metalicos,
localizadas dentro de uma sala experimental com janelas e equipadas com
equipamento de aquecimento e controle de temperatura. Inicialmente foram alojados
em duplas para se adaptarem e, ap6s 3 dias, foram alojados individualmente, no
momento do inicio da fase experimental.

Cada fase do experimento teve 14 dias de duracéo totalizando 28 dias. A oferta
de &gua e alimento foi ad libitum durante todo o periodo experimental e a
temperatura foi controlada de maneira a garantir um ambiente termoneutro para os

animais (Oliveira et al., 1993), com presenca de luz 24 horas.

Desempenho e digestibilidade

Foram registradas a oferta e sobras de ragédo, que foram coletadas, secas e
guantificadas para determinar o consumo de racdo (CR). Os animais foram pesados
individualmente nos dias 0,7,14,21 e 28 dias pés desmame para avaliar o ganho de
peso corporal, estas medidas foram utilizadas para calcular o ganho de peso (GP) e
a conversao alimentar (FC = FI/WG). As medidas de digestibilidade foram feitas nas
duas fases (pré-inicial e inicial) e em cada uma considerou-se 7 dias para adaptacao
as dietas e 7 dias para a coleta. Dietas marcadas com 2,5 g/kg de oxido férrico
(FeO) na fase pré-inicial e 5 g/kg de FeO na fase inicial foram fornecidas aos

animais para sinalizar o inicio e o final do periodo de coletas.
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Nos dois periodos experimentais as fezes e urina foram coletadas diariamente
as 08h. As fezes coletadas, foram pesadas e congeladas a -10°C. Apés a conclusao
do periodo experimental foram descongeladas, homogeneizadas e subamostradas
para as analises. A urina foi drenada para baldes de plastico contendo 5 ml de
H2SO4 PA. O material recolhido foi pesado e uma amostra de 20% da quantidade
total de urina foi acondicionada em garrafas plasticas higienizadas e identificadas
para serem congeladas.

Todas as analises foram feitas de acordo com o AOAC (2006), sendo: a analise
de matéria seca (MS) (método 2001.12), de nitrogénio (%N) das fezes e urina
(métodos 976.05 e 994.19), e a energia bruta (EB) das fezes e urina foram
determinadas por um calorimetro de bomba de oxigénio isoperibdlica automatica
(Parr 1281, Automatic Energy Analyzer; Moline, IL, EUA). Estes valores foram
utilizados para os calculos da digestibilidade aparente do trato total, conforme

Moreira et al (1994):

Coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca (CDMS g/kQ)

CDMS g/kg = (Consumo de MS (kg/MS) — Fezes (kga/MS)) x 100

Consumo de MS (kg/MS)
Coeficiente de digestibilidade aparente da Energia Bruta (CDEB g/kg)

CDEB g/kg =(Consumo de GE MJ/kg — GE fezes MJ/kg) x 100

Consumo de GE MJ/kg

Coeficiente de metabolisabilidade aparente da energia Bruta (CMEB g/kg)

CMEB g/kg = (Consumo de EB MJ/kg — GE fezes MJ/kg — GE urina MJ/kg) x 100
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Consumo de EB MJ/kg
Coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDPB g/kQ)

CDPB g/kg% = (Consumo de PB kg/MS — PB das fezes kg/MS) x 100

Consumo de PB kg/MS
Coeficiente de retencéo de nitrogénio (CRN g/kg)

CRN g/kg =(N ingerido g — N das fezes g — N urina g) x 100

N ingerido g

Escore de consisténcia fecal

Foram observadas durante cada periodo a presenca e a gravidade de diarreia
usando o escore de consisténcia fecal (CF) como medida, com base no sistema de
pontuacdo descrito por Marquardt et al. (1999). A pontuacdo consistiu em: fezes
secas = 1, fezes normais=2, fezes moles = 3 e diarreia = 4. As observac¢des foram
feitas diariamente antes da limpeza das gaiolas, no periodo da manha e sempre pelo

mesmo observador.

Microbioma e expressédo génica de IL — 4 e IL-10

Ao final do segundo periodo experimental, 4 animais por tratamento, total de 16
animais, foram eutanasiados. Os animais selecionados sofreram eletronarcose e
apOs sangria com um corte na artéria braquial, para evitar a presenca de sangue na
cavidade abdominal. Utilizou-se um lacre plastico no piloro e no reto para o
isolamento do trato gastrointestinal a fim de evitar a perda de contetudo visceral,
apos foi feita a identificacdo dos segmentos jejuno, ileo e ceco, também isolados
com lacres para evitar o fluxo de conteldo entre os compartimentos.

Uma amostra de 3 mL do conteludo cecal foi coletada e armazenada em

criotubos em ultrafreezer a -80°C. Para esta coleta foi feita a abertura e raspagem
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com cuidado do conteudo do ceco. Para analise de citocinas anti-inflamatérias (IL-4
e IL-10) foram coletados 5 cm de tecido intestinal, situado entre o jejuno e ileo., A
coleta desse material foi realizada de forma asséptica e o material foi imediatamente
alocado em criotubos que foram mergulhados em nitrogénio liquido. Apds as
amostras foram armazenadas a —80°C em ultra freezer, até o momento da analise.

Foi empregado o kit comercial ZR fecal DNA MiniPrep® da Zymo Research
para extrair o DNA das amostras cecais. O DNA extraido foi quantificado por
espectofotometria a 260 nm. Para avaliar a integridade do DNA extraido todas as
amostras foram corridas por eletroforese em gel agarose 1%.

Foi amplificado um segmento de 250 bases da regido hipervariavel V4 do gene
ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers universais 515F e 806R e as
seguintes condicGes de PCR: 94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 seg, 50°C
por 30 seg e 68°C por 60 seg; seguido de 72°C por 10 min. A partir destes
amplificados foi construida a biblioteca metagenémica utilizando-se o kit comercial
“‘Nextera DNA Library Preparation Kit” da lllumina®. Os amplificados foram reunidos
em pools e posteriormente sequenciados no sequenciador “MiSeq” da lllumina®
(Degnan and Ochman, 2012).

As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram analisadas na plataforma
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2011, 2010).
As sequéncias foram classificadas em géneros bacterianos através do
reconhecimento de unidades taxondémicas operacionais (OTUs), neste caso, a
homologia entre as sequéncias quando comparadas contra uma base de dados.
Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizacéo (SILVA 128) do ano 2017 do

banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA database (Yilmaz et al., 2014).
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A expressdo de citocinas do segmento jejuno-ileo foi avaliada por gPCR,
utilizando primers especificos para cada alvo. Cada combinacdo de alvo e amostra,
gera uma medida relativa da concentracdo de RNA mensageiros (MmRNA)
especificos do alvo na amostra.

Analise estatistica e delineamento experimental

O delineamento foi o inteiramente casualizado com quatro tratamentos de oito
repeticbes. Cada gaiola com um animal representou uma unidade experimental. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Minitab (2019). Os dados
de desempenho e digestibilidade foram submetidos ao teste de Rryan-Joiner para
avaliar sua normalidade de distribuicdo. Em seguida, a ANOVA foi realizada através
do procedimento GLM. Os dados de escore fecal foram feitos pelo teste de qui-
guadrado com significancia a P<0.05 para diferencas entre tratamentos dentro das
pontuacBes e, ANOVA para os escores fecais.

Para as andlises de microbioma e citocinas foram aplicados os testes nao
paramétricos Kruskall-Wallis, Mann Whitney, e a ANOVA, com post hoc de Tukey-
Kramer, com correcdo de Benjamini Hochberg FDR. Também foi utilizada a analise
de componente principal (PCA), que € uma técnica de analise multivariada e pode
ser usada para analisar inter-relacfes entre muitas variaveis e explicar essas
variaveis em termos de suas dimensdes inerentes (componentes). E
matematicamente definida como uma transformacéo linear ortogonal dos dados para
um sistema de coordenadas de forma que a maior variancia fica ao longo da
primeira coordenada (primeiro componente), a segunda maior variancia na segunda
coordenada e assim por diante. Ao aplicarmos esta andlise aos dados de

microbioma, € possivel identificar amostras com perfil semelhantes quando
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consideradas todas as informacdes geradas pela amostra, pela sua localizacdo no
gréfico.

RESULTADOS

Desempenho zootécnico e digestibilidade aparente do trato total e escore fecal

Peso inicial (BW kg), consumo de racéo (FI g day?), ganho de peso (WG g day
1), conversdo alimentar (FCR = WG/FI) e peso final (BW kg), ndo apresentaram
diferenga entre os tratamentos em nenhum dos periodos analisados, bem como no
periodo total (Tabela 2).

A digestibilidade aparente do trato total (ATTD) para matéria seca (DM),
energia bruta (GE), proteina bruta (CP), metabolisabilidade da energia bruta (MGE)
e retencdo de nitrogénio (NR) nos dois periodos analisados também ndo mostraram
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 3).

Quanto ao escore fecal (Tabela 4), a andlise estatistica mostrou que o0s
tratamentos com taninos tiveram um valor de escore maior (P<0.001), do que os

tratamentos controle negativo e positivo.

Citocinas

N&o foram identificadas diferencas para a presenca de IL-4 e IL-10, nas
amostras de tecido do jejuno-ileo dos suinos aos 28 dias do periodo experimental,
na comparacdo das médias pelo teste de Kruskall-Wallis (P<0.05) ou pelo teste de

Mann Whitney (P<0.05).

Microbioma

A Figura 3 apresenta a analise de componentes principais (PCA) dos filos e
familias bacterianas nas amostras de contetdo cecal. A distancia entre dois pontos
indica o grau de identidade entre eles. Os graficos de PCA foram gerados

comparando os perfis taxondmicos de filo e familia, considerando todos os



46

microrganismos identificados. O gréafico foi anotado manualmente com circulos para
mostrar a agregacao dos dados de cada grupo experimental no PCA com dados de

familias.

Os filos de maior abundéancia identificados nas amostras sao Firmicutes,
Bacteroidetes, = Proteobacteria, = Cyanobacteria, Tenericutes, = Spirochaetes,

Actinobacteria, Euryarcheota (dominio Archaea) e Acidobacteria (Figura 4).

Considerando grau taxonémico de filo, alguns clados especificos apresentaram
proporcdo de sequencias (%) estatisticamente diferentes entre os quatro grupos
analisados. O Filo Bacteroidetes apresentou menor propor¢cdo de sequencias no
CTC 2 g/kg do que nos demais grupos (Figura 5), enquanto o filo Firmicutes
apresentou maiores proporgcbes em CTC 2 g/kg do que nos demais grupos
analisados (Figura 6). A razdo entre Firmicutes/Bacteroidetes esta apresentada na
Tabela 5. Pela andlise de Kruskall-Wallis (P<0.05), houve diferenca entre as médias
do grupo Controle negativo e CTC 2 g/kg, sendo CTC 2 g/kg o grupo de maior razéo

Firmicutes/Bacteroidetes.

Dentre as familias identificadas, ndo houve diferenca entre os grupos e entre
0s géneros. O género Mitsuokella (Familia Veillonellaceae, Filo Firmicutes) e o
género Acidaminococcus (Familia Acidaminococcaceae, Filo Firmicutes), ambos da
classe Negativicutes, apresentaram maior incidéncia em CTC 2 g/kg do que nos
demais grupos (Figura 7 e 8, P<0.01) e o género Parabacteroides (Familia
Porphyromonadaceae, Filo bacteroidetes) apresentou maior incidéncia no Controle
negativo e Controle positivo do que o observado para os grupos CTC 1g/kg e 2 g/kg

(Figura 9, P<0.01).
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DISCUSSAO

Os taninos tém a capacidade de interagir com polissacarideos e podem inibir
enzimas relacionadas a digestdo de carboidratos (a-amilase, a-glicosidases), de
lipidios (lipase pancreatica e gastrica) e de proteinas (tripsina e proteases diversas),
além de complexar-se com carboidratos e outras macromoléculas reduzindo o valor

nutricional das dietas (McDougall et al., 2005, Nunes et al., 2001).

A inclusdo de doses baixas de tanino hidrossoluveis 1,1; 2,3 e 4,5 g/kg de
racao na dieta de suinos, por um periodo de 28 dias, ndo influenciou o peso vivo do
animal e o consumo meédio de racdo (Biagi et al., 2010). No entanto, o mesmo
estudo relatou um maior ADG e conversao alimentar (FE) ao longo dos 28 dias de
teste em comparacdo com o grupo controle negativo. Girard (2018) utilizou uma
dose 1g/kg de racdo de tanino hidrolisavel de casca de castanha na dieta de suinos
com 21 dias e observou uma reducdo na pontuacdo média do escore fecal dos
leitdes com diarreia e na duracdo da mesma, sem alteracbes no consumo de racao

e no ganho médio diario.

Dados da literatura demonstram que a suplementacdo média de taninos (=
1g/kg) parece ser mais eficaz no crescimento de leitdes desmamados em
comparacao com uma baixa incluséo (< 1 g/kg) (Biagi et al., 2010; Brus et al., 2013;
Girard & Bee, 2020, Girard et al., 2018, , Frankic & Salobir, 2011). A maioria dos
efeitos benéficos dos taninos estdo relacionados a uma melhora do ganho médio
diario, consumo de racéo e melhora na converséo alimentar.

Os resultados encontrados em nosso trabalho mostraram que este composto
de tanino condensado em ambos o0s niveis de inclusdo (1 g/kg e 2 g/kg) ndo
interferiu negativamente na digestibilidade da dieta como pode ser observado na

tabela 3. Em trabalhos que se utilizou dietas complexas, caracterizadas por
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incluirem alimentos de alta palatabilidade, alta digestibilidade, baixa antigenicidade e
alta concentracfes de nutrientes (Branco et al., 2006), foi observado um coeficiente
de digestibilidade na Matéria Seca na ordem de 0,85 (Arnaiz et al., 2009; Ribeiro et
al., 2016; Vieira et al, 2015), enquanto a digestibilidade média da MS encontrada no
presente trabalho foi de 0,76, demonstrando que a dieta proposta efetivamente foi
menos aproveitada. Em nosso trabalho também néo foi observado efeito negativo no
desempenho zootécnico entre os tratamentos, porém observa-se que o ganho de
peso e a conversao alimentar ficaram abaixo da média esperada para a idade.
Ribeiro et al. (2016); Vieira et al. (2015) e Arnaiz et al. (2009), em estudos
conduzidos também em gaiolas metabdlicas obtiveram GPD de 540 g/dia e CA de
1,20 em 28 dias de experimento para leitdes de mesma idade. Mesmo com dietas
desafiadoras contendo 10% de cevada, leitdes em condi¢cdes semelhantes tiveram
GPD de 490 g e CA de 1,24 (Vieira et al., 2017). Nossos resultados mostram ganho
de peso médio de 380 g/dia e conversdo alimentar de 1,40. O pior desempenho
observado esté associado a dieta simples, principalmente no que diz respeito a falta
de ingredientes de origem lactea. Segundo Quadros et al. (2002) o uso de dietas
complexas proporciona maior consumo de racdo (CDR) e maior GDP, no pos-
desmame em relacdo a dietas simples. Por outro lado, o fato do CDR néao ter
diminuido nos tratamentos com tanino, € uma resposta importante visto o tanino ser
considerado adstringente na boca, o que poderia causar rejeicdo a dieta (Candek-

Potokar et al. 2015).

Segundo Kil & Stein (2010) no periodo de desmame ocorre uma mudanca
brusca no perfil nutricional do alimento fornecido bem como no ambiente, gerando
diversos fatores de estresse que favorecem o desenvolvimento de bactérias

patogénicas e predispondo os animais a problemas produtivos, especialmente a
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diarreia. Estudos feitos por Liu et al. (2020) usando taninos hidrolisaveis como
suplementacao (1 g/kg) e 6xido de zinco (ZnO, 2000 mg/kg) demonstraram que 0S
taninos promoveram uma reducdo na taxa de diarreia dos suinos recém-
desmamados (21 dias), além do aumento do IgM sérico, o que seria benéfico para a
prevencao da diarreia.

No presente estudo, os taninos também resultaram na presenca fezes mais
umidas que 0S outros grupos, porém, ndo apresentaram fezes diarreicas. Este
efeito pode ser devido a capacidade dos taninos de formar uma pelicula fina nas
paredes do intestino que atuaria sobre a adesdo das bactérias ao epitélio intestinal
(Liu et al. 2020) e da capacidade de atuarem sobre as enterotoxinas e canais
envolvidos na secrecdo de eletrélitos e agua no lumen intestinal (Girard & Bee,
2020).

A microbiota do trato gastrointestinal tem um importante papel em manter a
homeostase e o desenvolvimento do sistema imunolégico dos animais (Lalles et al.,
2007). Por outro lado, o desequilibrio da microbiota, conhecido como disbiose pode
se tornar um fator essencial para o desencadeamento de doencas infecciosas e nao
infecciosas, e levar a uma ativacdo excessiva de citocinas inflamatérias e,
consequentemente desregulacdo do sistema imune (Sekirov et al. 2010). Em
experimentos, tanto in vivo quanto in vitro, a resposta dos taninos sobre o estado
anti-inflamatério e imunoldgico mostrou efeitos promissores quando os animais
foram expostos a estressores como o desafio por lipopolissacarideos, desafio
bacteriano, estresse térmico ou células intestinais expostas ao peroxido de
hidrogénio e sulfato de sodio dextrano (Liu et al., 2018; Park et al., 2014; Reggi et

al., 2020). Segundo Liu et al. (2018), taninos hidrolisaveis ou condensados s&o
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capazes de modular a expressdo de citocinas pro-inflamatorias intestinais atuando
também na barreira intestinal e Tight junctions.

Em geral o sistema imune reage aos antigenos gerando a ativacdo de
processos inflamatorios e resposta imunologica que levam a reparticdo dos
nutrientes, principalmente energia e proteina, aumento na taxa metabdlica basal,
maior utilizacdo de energia obtida dos alimentos e desviada ao sistema imune e
tecidos periféricos (Klasing, 1998). Esta é induzida ou regulada por citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa) e outros componentes imunoldgicos. Este quadro é
acompanhado pela queda no consumo de alimento e elevacdo da temperatura
corporal. No entanto, em resposta, ha a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-
4, 1L-10, IL-5 e IgE) que inibem este processo. Tanto a interleucina IL-4, como a IL-
10 tem importante funcéo de inibir a sintese de outras citocinas, embora a IL-4 atue
também na construcdo da resposta imune Th2 (resposta humoral) enquanto a IL-10
inibe a proliferacdo de Thl(resposta citotoxica) (Omanakuttan et al., 2020; Abbas et
al., 2017).

Neste experimento ndo houve expressao das citocinas IL-4 e IL-10. Talvez o
modelo experimental que foi proposto por desafio intestinal pelo aumento de fatores
anti-nutricionais presentes do farelo de soja (PNAS, glicinina, conglicinina), pode néo
ter sido suficiente para desafiar o sistema imune, traduzindo-se num processo
inflamatdrio, que justificasse o aumento dos niveis das duas citocinas medidas
(Figurale 2).

Os filos identificados em maior abundancia neste experimento sdo compativeis
aos filos descritos na literatura para microbioma cecal de leitbes (Gresse et al.,
2019). A maior razdo Firmicutes/Bacteroidetes para o grupo que recebeu CTC 2g/kg

de tanino apresenta correlagdo com dietas ricas em fibras e com a reducédo de
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diarreia (Middelbos et al., 2010; Molist et al., 2012). O aumento da incidéncia de
Firmicutes também pode apresentar correlacdo negativa com a incidéncia de
bactérias com potenciais patogénicos no intestino de suinos (Mulder et al., 2009). De
acordo com o apresentado por Molist et al., (2012), a presenca de maior proporcao
de organismos do filo Firmicutes tem o potencial para gerar ambiente intestinal hostil
para a colonizac&o por bactérias patogénicas. Resultado semelhante foi encontrado
por Diaz Carrasco et al. (2018), no qual aves alimentadas com 1 g/kg de composto
de taninos apresentaram uma reducdo drastica no género Bacteroides enguanto
certos membros da ordem Clostridiales, pertencentes principalmente a familias
Ruminococcacea e Lachnospiraceae foram aumentados. Membros destes grupos
tém sido associado a melhora da saude intestinal e conversdo alimentar, sugerindo
gue eles podem estar associados ao desempenho produtivo das aves.

Dentre os taxons do Filo Firmicutes, a maior prevaléncia dos géneros
Mitsuokella e Acidaminococcus sé&o associados positivamente a animais com maior
consumo alimentar residual (Kubasova et al., 2018). De acordo com estudo descrito
por Tan et al. (2018), suinos com menor taxa de conversdo alimentar apresentam
maior abundéancia do género Mitsuokella na microbiota cecal na fase de
crescimento. Em conjunto com o género Prevotella, o género Mitsuokella apresenta
correlacao significativa com o peso corporal e ganho de peso diario (Ramayo-Caldas
et al., 2016). Ainda, o género Acidaminococcus € associado a fermentacdo de
aminoacidos lisina, treonina, arginina, glutamato e histidina no intestino delgado de

suinos (Dai et al., 2010).

Por outro lado, as bactérias do género Parabacteroides, observadas em maior
incidéncia nos grupos que ndo receberam taninos, estdo associadas a dietas ricas

em amido resistente tipo 4 (Umu et al., 2015), baixo consumo alimentar residual,
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juntamente com outras bactérias do filo Bacteroidetes, que contribuem para a
fermentacao de polissacarideos complexos (Kubasova et al., 2018).

Apesar dos resultados da inclusdo de taninos condensados encontrados neste
experimento serem iguais aos do controle positivo que fez uso de 2500 ppm de ZnO,
o nivel de desafio imunoldgico pode nao ter sido suficiente para afirmar-se que ele é

uma alternativa ao ZnO.

CONCLUSAO

A adicdo de taninos condensados (até 2 g/kg) a dieta de leitdes recém
desmamados ndo afetou o desempenho e a digestibilidade aparente do trato total.
Houve a presenca de fezes mais Umidas nos leitdes recebendo as mesmas dietas,
porém ndo a ponto de serem consideradas diarreicas. O desafio proposto néo foi
suficiente para a modulacao da expressao das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e IL-
4.

Com relacdo a microbiota, o uso de 2 g/kg de inclusdo de taninos
condensados, promoveu uma maior razao Firmicutes/Bacteroidetes, o que indica
modulacdo benéfica na microbiota gastrointestinal, além de maior incidéncia dos
géneros Mitsuokella e Acidaminococcus, associados a melhor desempenho podendo
ter efeitos nos periodos subsequentes.

O uso de composto de taninos condensados, sobretudo no nivel 2 g/kg,
apresentou grandes chances de ser benéfico em situacdes de desafio intestinal,

como € o caso das situacdes de criagdo comercial.
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TABELA 1. Composition and nutritional levels of the experimental control diets
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(9/kg).

Ingredients, g/kg Pre-starter Starter
Corn 451.5 448.2
Soybean meal 360.0 373.0
Soybean oll 30.6 40.0
Sugar 30.0 30.0
Whey powder 95.9 47.9
Dicalcium phosphate 12.6 11.3
Limestone 8.5 8.3
Salt 6.5 38.6
Premix Mineral and vitamin 1 2 2.0 1.0
DL-methionine 1.3 1.0
L-lysine HCL 1.2 0.7
Nutrients and energy, % or as shown

Metabolizable energy (MJ/kg) 14.2 14.0
Crude protein 211.1 209.5
Calcium 8.1 7.5
Phosphorous available 4.3 3.8
Lactose 70.0 35.0
Sodium 3.5 15.6
Lisine 13.5 12.6
Met+Cis 7.4 6.8
Arginine 14.4 14.7
Tryptophan 2.8 2.8
Threonine 8.6 8.5
Choline chloride 13.9 13.6

'Composicdo do Premix vitaminico e mineral: Mn,76 mg; Fe, 209 mg; Cu, 150mg; |,
1,75mg; Se, 0,55mg; Co 0,500 mg; Vit.A, 15.000 Ul; Vit. D3, 3.500 Ul; Vit. E, 100 UI; Vit. K,
7mg; Tiamina, 4mg; Riboflavina, 10 mg; Piridoxina, 5mg; Cianocobalamina, 45 mg; Ac.
nicotinico, 50 mg; Ac. Pantoténico, 30 mg; Ac. Félico, 4,5mg; Biotina, 0,5mg; Colina 780mg;
antioxidante 100mg. 2 Houve Foram utilizados dois premixes, sendo que a diferenca foi

somente entre os niveis de Zn 2.500mg e 80mg.
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TABELA 2 — Average body weight (BW kg), average feed intake (AFI g day 1),
average weight gain (WG g day ') and feed conversion ratio (FCR: feed
intake/weight gain) of piglets in the pre-starter period (1-14 days), initial period (15-28
days) and total period (1-28 days) receiving condensed tannins compost (CTC) or

supplemented ZnO.

Control
1-14 days Negative Positive 0,1g/kg 0,2g/kg SEM! P-value
WG (g/dia) 276 266 278 275 0,0069 0,89
Fl (g/dia) 366 366 385 383 0,0095 0,463
FCR(FI/WG) 1,32 1,38 1,39 1,40 0,0228 0,599
BW 14 (kg) 10,29 10 10 10.6 0,242 0,872
15-28 days
WG (g/dia) 444 465 459 482 0,0161 0.87
FI (g/dia) 629 674 645 699 0,022 0.689
BW 28 (kg) 16,1 16,2 16,4 17.2 0,428 0,838
FCR(FI/WG) 1,42 1,46 1,41 1,46 0,0269 0,852
1-28 days
BW initial (kg) 6.2 6.2 6.3 6.3 0,0197 0.999
WG (g/dia) 354 388 368 378 0,0106 0.722
FI (g/dia) 489 547 515 540 0,0151 0.54
FCR(FI/WG) 1,38 1,41 1,40 1,42 0,0208 0,797
BW final (kg) 16,1 17,3 16,4 17,1  0,4109 0.718

1 Standard error of mean. 22<Values with different superscripts in the same row differ significantly at P

< 0.05.
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TABELA 3 — Apparent total tract digestibility (ATTD) of dry matter (DM), gross
energy (GE), crude protein (CP) and coefficient of nitrogen retention (NR) and

metabolisability of gross energy (MGE) of the pre-initial and initial diets.

Control CTC
7-14 days Negative Positive 0,1g/kg 0,2g/kg SEM! P-value?

DM 0.731 0.700 0.749 0.750 1,12 0,396
GE 0.726 0.686 0.734 0.733 1,13 0,418
CP 0.692 0.685 0.673 0.666 1,38 0,918
NR 0.558 0.533 0.505 0.543 165 0,747
MGE 0.707 0.664 0.711 0.715 1,15 0,411
21- 28 days

DM 0.756 0.783 0.810 0.803 1,11 0,384
GE 0.758 0.786 0.805 0.799 1,12 0,542
CP 0.712 0.741 0.756 0.747 147 0,806
NR 0.550 0.560 0.563 0.552 122 0,981
GEM 0.738 0.764 0.785 0.780 1,1 0,514

1 Standard error of mean. 2P<Values with different superscripts in the same row differ significantly at P

< 0.05.
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TABELA 4 - Average fecal score? in the pre-initial period (1 to 14 days), initial (15 to
28 days) and total (1 to 28 days) of piglets receiving condensed tannins compost
(CTC) or supplemented ZnO.

Average fecal score

Control CTC
Negative Positive 1 g/kg 2 g/kg
1-14 days 18b 185D 2,44 a 2,66 a
15-28 days 1,99 b 1,97 b 2,28 a 2,32 a
1-28 days 1,89 b 190D 2,36 a 2,49 a
SEM! 0,0343 0,0351 0,057 0,0549

1 Standard deviantion. 2bmeans followed by letters differ from each other in the same column by
P<0.001
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TABELA 5 - Firmicutes/Bacteroidetes rate in the cecal content of piglets receiving
condensed tannins compost (CTC) or supplemented ZnO.

Control CTC
Negative Positive 1 g/kg 2 g/kg
Average 0.747 a 0.777 ab 1.099 ab 2.444Db
St. Error mean 0,0625 0,0525 0,0625 0,3162
Sampling error
Standard 0.125 0.104 0.127 0.632

! Standard error of mean. Values with different superscripts in the same row differ significantly at P <
0.05.
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Os pontos representam 0s animais. Pontos préximos tém alta similaridade quanto a sua microbiota.
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Figura 6. Heatmap. Abundancia dos principais filos bacterianos e de Archaea presentes nas
amostras analisadas.

Quanto maior a intensidade da cor vermelha, maior a abundancia percentual do filo, no eixo vertical
direito. ‘Unclassified/unassigned’ representa porcentagem de OTUs cuja sequéncia ndo encontrou
correlagdo com organismos descritos na literatura e banco de dados.
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Figura 7. Distribuicdo das propor¢des do filo Bacteroidetes nos diferentes grupos.

Os diagramas em caixa representam a mediana das amostras como uma linha, a média como uma
estrela, 0 25° e o 75° percentis como as linhas superior e inferior da caixa. As barras indicam os
pontos de dados mais extremo dentro de 1,5 * (75° - 25° percentil) da mediana. Os pontos de dados
fora das barras sdo mostrados como ‘+’. As diferengas indicadas abaixo de cada grafico, foram
calculadas por ANOVA (P<0.05), com teste post hoc Tukey-Kramer (P<0.05) com corregéo pelo teste
de comparag8es multiplas Benjamini-Hochberg FDR.
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Figura 8. Distribuicdo das propor¢des do filo Firmicutes nos diferentes grupos.

Os diagramas em caixa representam a mediana das amostras como uma linha, a média como uma
estrela, o 25° e o 75° percentis como as linhas superior e inferior da caixa. As barras indicam os
pontos de dados mais extremo dentro de 1,5 * (75° - 25° percentil) da mediana. Os pontos de dados
fora das barras sdo mostrados como ‘+’. As diferengas indicadas abaixo de cada gréafico, foram
calculadas por ANOVA (p<0.05), com teste post hoc Tukey-Kramer (p<0.05) com correcao pelo teste
de comparac¢des multiplas Benjamini-Hochberg FDR.
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Figura 9. Distribuicdo das proporgdes do género Mitsuokella nos diferentes grupos.

Os diagramas em caixa representam a mediana das amostras como uma linha, a média como uma
estrela, o 25° e o 75° percentis como as linhas superior e inferior da caixa. As barras indicam os
pontos de dados mais extremo dentro de 1,5 * (75° - 25° percentil) da mediana. Os pontos de dados
fora das barras sdo mostrados como ‘+’. As diferengas indicadas abaixo de cada grafico, foram
calculadas por ANOVA (P<0.05), com teste post hoc Tukey-Kramer (P<0.05) com correc¢do pelo teste
de comparag8es multiplas Benjamini-Hochberg FDR.
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Figura 10. Distribuicdo das proporc¢des do género Acidaminococcus nos diferentes grupos.

Os diagramas em caixa representam a mediana das amostras como uma linha, a média como uma
estrela, o 25° e o 75° percentis como as linhas superior e inferior da caixa. As barras indicam os
pontos de dados mais extremo dentro de 1,5 * (75° - 25° percentil) da mediana. Os pontos de dados
fora das barras sdo mostrados como ‘+’. As diferengas indicadas abaixo de cada grafico, foram
calculadas por ANOVA (P<0.05), com teste post hoc Tukey-Kramer (P<0.05) com correc¢do pelo teste
de comparag8es multiplas Benjamini-Hochberg FDR.



73

Parabacteroides p=0,059
- 45,
£
@ 4.0'
m
E 35|
Y 30|
g 251 —
3 20! i
]
| 15|
g 10/ —_
°
R +
00* . . —— +
Tl T2 LE| T4

g_Parabacteroides
Intervalo de confianca (95%)

T p———— L O : <00
T4 e | | o | <001 32
nnEgE—— | o : <001 3
T ——— I} o " <005 =
0o 26 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
Proporgao média (%) Diferenca na Proporcao média (%)

Figura 11. Distribuicdo das proporcdes do género Parabacteroides nos diferentes grupos.

Os diagramas em caixa representam a mediana das amostras como uma linha, a média como uma
estrela, o 25° e o 75° percentis como as linhas superior e inferior da caixa. As barras indicam os
pontos de dados mais extremo dentro de 1,5 * (75° - 25° percentil) da mediana. Os pontos de dados
fora das barras sdo mostrados como ‘+’. As diferen¢as indicadas abaixo de cada grafico, foram
calculadas por ANOVA (P<0.05), com teste post hoc Tukey-Kramer (P<0.05) com corregéo pelo teste
de comparag8es multiplas Benjamini-Hochberg FDR.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciam que o uso de composto de taninos condensados
apresenta propriedades que podem interessar a producdo animal, no entanto, ainda
€ preciso estudar suas interacfes com outros aditivos para que se tenha um melhor
conhecimento, bem como, aplicar o produto em caso de desafios diferentes do
desafio proposto nesse experimento, que foi baseado em dietas simples, com alto
teor de farelo de soja. Este estudo também demonstrou que a adicdo de taninos, nos
niveis propostos, ao contrario do esperado nao afetou a palatabilidade da dieta.
Também néo afetou de maneira negativa o desempenho dos animais, o que seria
esperado devido aos diversos fatores antinutricionais associado aos taninos. Os
resultados encontrados demonstram que os taninos condensados podem ser uma
alternativa viavel como aditivo na alimentacéo de suinos na fase de creche, uma vez
gue os resultados mostraram que nédo houve diminuicdo do consumo, mas houve a
modulacdo da microbiota de maneira favoravel de forma que esta modulagdo pode
influenciar o desempenho nas fases subsequentes.

Os dados de digestibilidade foram inconclusivos devido a grande variacao entre
as repeticdes. Experimentos de digestibilidade com leitdbes muito jovens e dietas
pouco adequadas a idade tém se mostrado dificeis de conduzir. Qualquer evento de
diarreia pode alterar a digestibilidade da dieta e, desta forma, alterar os resultados
finais. Também ¢é importante salientar os taninos condensados tiveram efeitos
semelhante as dietas com 2500 ppm de 6xido de zinco, no entanto ndo podemos
afirmar se ele teria 0 mesmo resultado com um desafio imunolégico maior, é
necessario maiores investigacoes.

Outro fator importante a ser comentado € que este experimento ocorreu
durante o segundo semestre de 2020, durante a pandemia do COVID-19, o que
exigiu um grande esforgo de todas as partes envolvidas. A influéncia da pandemia
afetou desde a obtencado de insumos, transporte dos animais, e claro a logistica para
realizacdo do experimento de forma a garantir o menor numero de pessoas expostas
a riscos e garantindo todas as normas de seguranca, além de garantir a seguranca
dos animais.

O aumento de todos os custos para realizacdo do projeto, principalmente das
analises laboratoriais e as restricdes devido as medidas de “lockdown” impostas pela

pandemia, também restringiu a quantidade de analises, o que limitou os resultados
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do experimento. Porém considero importante o resultado obtido, e agradeco o

enorme empenho de todos os envolvidos.
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