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RESUMO

Este estudo teve como objetivo explorar o uso de 6leos funcionais (FO) de mamona e casca
de caju em leitdes durante o aleitamento, com énfase na morfometria e proliferacdo celular
intestinal. Foram utilizadas 40 porcas de diferentes ordens de parto. O periodo experimental
foi de 28 dias (6 dias pré-parto e 21 dias de lactacdo). Ap6s o parto, os leitdes foram
distribuidos nos tratamentos: NC: controle negativo, dieta comercial sem antibidtico para
leitbes e porcas; FOPig: dieta com FO para leitdes; FOSow: dieta com FO para porcas;
FOAII: dietas com FO para porcas e leitdes; ANTPIG: dieta com antibidtico (sulfametoxazol
e trimetoprim) para leitdes. Cortes histologicos do duodeno foram submetidos & coloracdo
HE, para avaliagdo morfométrica, e a reacdo imunohistoquimica para PCNA (antigeno celular
de proliferacdo nuclear) para contagem de células em proliferacdo nas criptas. A morfologia
da parede do duodeno foi preservada em todos os tratamentos. No grupo NC, foram
observados, com frequéncia, vasos congestos na ldmina prdpria das vilosidades. A maior
altura das vilosidades foi observada no duodeno de leitbes que receberam dietas ANTPIG,
sequidos de leitdes FOAII. Leitdes NC, FOPig e FOSow apresentaram altura de vilosidades
semelhantes, provavelmente devido ao menor efeito dos aditivos incluidos na dieta. Leitdes
ANTPIg, seguidos dos FOAII, apresentaram maior profundidade de criptas em relacdo aos
demais tratamentos. Na relacdo entre a altura das vilosidades e a profundidade das criptas ndo
foram observadas diferencas entre os tratamentos. A area absortiva do duodeno foi
semelhante nos leitbes ANTPig e FOAII, porém maiores que nos demais tratamentos. A
densidade de vilosidades foi menor no duodeno de leitGes que ndo receberam antibidticos e
nem o6leos funcionais (NC) em relacdo ao tratamento FOAIl. O ndmero de células
caliciformes foi superior em leitdes NC e FOPig em relacdo aos leitdes dos grupos FOAII e
ANTPig. O numero de células-tronco em divisdo nas criptas foi menor nos tratamentos
FOSow e FOAIl em comparagdo com o tratamento ANTPig. Os FO promoveram alteragdes
benéficas na mucosa intestinal, conforme observado no tratamento ANTPig, como aumento
na altura das vilosidades, maior profundidade das criptas, maior &rea absortiva, maior
densidade das vilosidades e menor nimero de células caliciformes quando comparado aos
leitbes NC, FOPig e FOSow. Nossos resultados sugerem que os FO de mamona e casca de
caju podem ser uma alternativa ao uso de antibidticos como promotores de crescimento nos
leitdes lactentes, permitindo-lhes um melhor enfrentamento dos desafios a que estaréo
expostos na fase posterior ao desmame.

Palavras-chave: Fitogénicos. Aleitamento. Duodeno. Células-tronco intestinais.



ABSTRACT

This study aimed to explore the use of functional oils (FO) of castor and cashew peels in
piglets during lactation, with an emphasis on morphometry and intestinal cell proliferation.
Forty sows of different birth orders were used. The experimental period was 28 days (6 days
pre-delivery and 21 days of lactation). After delivery, the piglets were distributed in the
treatments: NC: negative control, commercial diet without antibiotics for piglets and sows;
FOPIg: diet with FO for piglets; FOSow: diet with FO for sows; FOAII: FO diets for sows and
piglets; ANTPIG: antibiotic diet (sulfamethoxazole and trimethoprim) for piglets.
Histological sections of the duodenum were stained with HE, for morphometric evaluation,
and immunohistochemical reaction of PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) for
counting proliferating cells in the crypts. The morphology of the duodenum wall was
preserved in all treatments. In the NC group, congested vessels were frequently observed in
lamina propria of the villus. The highest villus height was observed in the duodenum of
piglets that received ANTPIG diets, followed by FOAII piglets. NC, FOPig and FOSow
piglets showed similar villus height, probably due to the lesser effect of the additives included
in the diet. ANTPig piglets, followed by FOAII, showed greater depth of crypts compared to
other treatments. In the relation between the height of the villi and the depth of the crypts, no
differences were observed between the treatments. The absorptive area of the duodenum was
similar in the piglets ANTPig and FOAII, but larger than in the other treatments. Villus
density was lower in the duodenum of piglets that did not receive antibiotics or functional oils
(NC) compared to the FOAII treatment. The number of goblet cells was higher in piglets NC
and FOPig in relation to piglets in the groups FOAIlI and ANTPig. The number of stem cells
dividing in the crypts was lower in the FOSow and FOAIl treatments compared to the
ANTPIg treatment. The FO promoted beneficial changes in the intestinal mucosa, as observed
in the ANTPIg treatment, such as increased villus height, greater depth of the crypts, greater
absorptive area, greater villus density and fewer goblet cells when compared to NC, FOPig
and FOSow piglets. Our results suggest that the castor bean and cashew husks can be an
alternative to the use of antibiotics as growth promoters in suckling piglets, allowing them to
better face the challenges they will be exposed to in the post-weaning phase.

Keywords: Phytogenic. Suckling. Duodenum. Intestinal stem cells.
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INTRODUCAO

O uso de antibiéticos como agentes promotores de crescimento (AGP), em animais de
producdo, tem sido praticado hd mais de 50 anos (DIBNER; RICHARDS, 2005) e
proporcionado aumento de produtividade (LEE et al., 2017). No entanto, nas ultimas décadas,
tém-se questionado a utilizacdo de AGP devido, principalmente, a resisténcia bacteriana que
pode ser alcancada por mutacbes no genoma ou por aquisicdo de genes que conferem
resisténcia as bactérias (LAZAR et al., 2013). Como consequéncia desta preocupagio e
investigacdo, muitos paises estdo restringindo ou até proibindo o uso de AGP na producéo
animal (SEAL et al., 2018). Desde 2006, o uso de AGP foi proibido na Unido Europeia
(BENGTSSON; WIERUP, 2006). Nos Estados Unidos e Canada, foram impostas restri¢cdes
ao seu uso em 2016 e 2017, respectivamente (OMONIO et al., 2018).

Em nivel internacional, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e a Organizacao
Mundial de Sadde Animal (OIE) aprovaram o Plano de Acdo Global sobre Resisténcia
Antimicrobiana em 2015. Entre os objetivos desse plano esta o de reduzir o consumo de
antibiéticos em humanos e animais (HOELZER et al., 2017)

No Brasil, a Instrucdo Normativa n® 65, de 21 de novembro de 2006, alterada pela
Instrucdo Normativa n° 14, de 15 de julho de 2016, regula o uso de medicamentos veterinarios
para animais de producdo e proibe o emprego de aditivos melhoradores de desempenho ou
aditivos anticoccidianos com o mesmo principio ativo do medicamento de uso veterinario
(BRASIL, 2016a). O prazo para a implantacdo destas proibicdes foi prorrogado pela Instrucéo
Normativa n°17, de 17 de julho de 2019, passando a ser valida ap6s 18 de julho de 2020
(BRASIL, 2019).

A Instrucdo Normativa n°l, de 13 de janeiro de 2020, em seu artigo primeiro, proibe
em todo o territério nacional o uso de aditivos melhoradores de desempenho que contenham
os antimicrobianos tilosina, lincomicina, e tiamulina, classificados como importantes na
medicina humana (BRASIL, 2020). O uso de sulfato de colistina foi proibido através da
publicacdo da Instrucdo Normativa n°45, de 22 de novembro de 2016 (BRASIL, 2016b).

Devido a essas proibigdes, muitos compostos tém sido estudados como possiveis
alternativas aos AGP. O uso de novos aditivos visa ndo somente melhorar o desempenho e
preservar a salde dos animais, mas também para garantir a seguranca alimentar e proteger a
salde do consumidor (ZIMMERMANN et al., 2016).

Na suinocultura industrial os leitbes sdo desmamados precocemente, antes que a
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populacdo microbiana estdvel seja estabelecida e o sistema imune intestinal esteja
completamente maduro (FOUHSE; ZIJLSTRA; WILLING, 2016). Leitdes desmamados
sofrem uma mudanca muito grande na dieta, saindo do leite com alto teor de gordura e baixo
teor de carboidratos para uma alimentacdo com alto teor de carboidratos e baixo teor de
gordura (YANG et al., 2016). Essas mudanca na dieta, causam uma redugdo dréstica na
atividades de enzimas como lactase, sacarase e maltase, na borda em escova, entre 3 e 5 dias
apos o desmame (BOUDRY et al.,, 2004; HEDEMANN; JENSEN, 2004). A mudanca no
ambiente social e fisico a que os leitdes sdo expostos, induz a uma diminuicdo significativa na
ingestdo de nutrientes nos primeiros dias ap6s o desmame (YANG et al., 2016). O periodo de
desmame dos leitdes estd associado ao estresse alimentar, ambiental e social, época de alta
incidéncia de distdrbios intestinais como diarreia, queda no consumo de racdo e perdas de
desempenho e consequente diminuicdo de crescimento (BOUDRY et al., 2004).

A saude intestinal de leitGes esta relacionado com a manutengdo das estruturas e
funcdes intestinais (PLUSKE; TURPIN; KIM, 2018), que influenciam na digestdo e absor¢édo
eficazes dos alimentos, auséncia de doencas gastrointestinais, microbioma intestinal normal e
estavel, estado imune efetivo e bem-estar animal (BISCHOFF, 2011).

Em leitbes alimentados com dietas de FO, a capacidade antioxidante total é
aumentada, enquanto a concentracdo de biomarcadores de estresse oxidativo sdo diminuidas
(LONG et al., 2019). Os danos oxidativos afetam as proteinas de juncdo entre as células
intestinais, resultando em aumento da permeabilidade as endotoxinas luminais (ZUHL et al.,
2014). A suplementacdo com FO alterou a morfologia intestinal em leites e melhorou a
digestibilidade de nutrientes (LONG et al., 2019).

Os fitoquimicos sdo um dos candidatos mais promissores para 0 uso como alternativas
aos antibioticos via racdo, devido as varias funcdes biologicas que possuem (XIONG et al.,
2019). Durante a inflamacdo, as células secretam citocinas e quimiocinas inflamatorias,
recrutando outras células para os locais das lesGes, este € um processo necessario na resposta
contra a infeccdo e no reparo do tecido, mas a inflamacéo, quando prolongada, pode levar a
um gasto desnecessario de energia (HUANG; LEE, 2018).

Desta forma, o uso de Oleos funcionais tem se mostrado uma boa opgdo para a
substituicdo ao uso de antibidticos, pois possuem caracteristicas que os tornam eficazes na
eliminacdo de microrganismos patogénicos (ROZZA; PELLIZZON, 2013; TIIHONEN et al.,
2010), modulagdo da microbiota intestinal (LI et al., 2018), diminuicdo da inflamacéo
intestinal (HUANG; LEE, 2018), melhora na digestibilidade de nutrientes (LONG et al.,
2019) e melhoria de ganho de peso em leitdes (TAN et al., 2015).
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 MORFOFISIOLOGIA DO INTESTINO DELGADO

Os animais possuem seu organismo formado, basicamente, por quatro tipos de tecidos:
epitelial, conjuntivo, muscular e nervoso. Essa classificacdo considera, principalmente, a
morfologia e funcéo das celulas, a quantidade e constituicdo da matriz extracelular e a origem
embrioldgica desses tecidos. Esses tecidos associam-se de forma caracteristica para formar os
diferentes 0rgaos, o que resulta no seu funcionamento adequado e no do organismo como um
todo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

O tecido epitelial ¢ formado por conjuntos de células contiguas com fungdes de
revestimento e secrecdo. O tecido conjuntivo apresenta grande quantidade de matriz
extracelular, produzida por suas proprias células, e desempenha fungbes variadas, como
preenchimento, suporte, dependendo do tipo considerado. As células do tecido muscular séo
alongadas e possuem capacidade de contragdo. O tecido nervoso é composto por células com
longos prolongamentos celulares, os neurdnios, com fungdes especializadas de receber, gerar
e transmitir impulsos nervosos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

O epitélio intestinal é constituido por uma monocamada de células epiteliais, que
realizam funcGes primérias na digestdo e absorcdo de nutrientes, e através do arranjo entre as
células, formam uma barreira que impede o fluxo de patdgenos luminais e substancias toxicas
(BLACHIER; WU; YIN, 2013). O tecido epitelial é formado por células poliédricas,
justapostas e com pouca matriz extracelular. A justaposicdo é garantida pela firme adesao
entre as células, devido a presenca das junc@es intercelulares, permitindo a organizacdo em
camadas que revestem a superficie externa e as cavidades do corpo, podendo também se
organizarem em glandulas especializadas na producdo e liberacdo de diferentes tipos de
secrecfes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). As ceélulas epiteliais sdo polarizadas e
apresentam uma regido basal, que esta voltada para o tecido conjuntivo, e a porcdo apical,
voltada para a superficie livre do epitélio (ALBERTS, 2017). A superficie de contato com
células adjacentes € denominada superficie lateral e, quando considerada em conjunto com a
superficie basal, utiliza-se a denominacéo superficie basolateral (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017). As células epiteliais sofrem renovacéo continua, influenciados por processos altamente
coordenados de proliferagdo celular, diferenciacdo e apoptose ao longo da cripta e da
vilosidade intestinal (BLACHIER; WU; YIN, 2013).

O tecido epitelial encontra-se apoiado sobre o tecido conjuntivo. Esse tecido apresenta

grande quantidade de matriz extracelular, produzida por suas proprias células. Entre o epitélio
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e o tecido conjuntivo subjacente, h4 uma delgada camada acelular, medindo de 20 a 100 nm
de espessura, chamada lamina basal e que possui como seus principais constituintes o
colageno tipo 1V, as glicoproteinas laminina e entactina e proteoglicanos. Uma das principais
funcBes da lamina basal € de promover a adesdo das células epiteliais ao tecido conjuntivo
subjacente. Através de fibrilas de ancoragem, constituidas por colageno do tipo VII, a ldmina
basal se prende ao tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Considerando que o tecido epitelial é desprovido de vasos sanguineos, é através dos
capilares sanguineos, existentes no tecido conjuntivo, que 0 oXigénio e 0s nutrientes se
difundem pela ldamina basal e alcangam as células epiteliais pelas suas superficies basais e
laterais. Nestas superficies existem receptores acoplados a mensageiros quimicos
intracelulares que influenciam nas atividades da célula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A digestdo inicia na cavidade oral e continua no estbmago e no intestino delgado (ID).
Esse Gltimo representa o sitio terminal da digestdo dos alimentos e nele ocorre a absorcéo dos
nutrientes e secrecdo enddcrina (GARTNER; HIATT, 2007). As células epiteliais, presentes
nas vilosidades intestinais, desempenham papel fundamental na digestdo e absorcdo de
nutrientes luminais (BLACHIER; WU; YIN, 2013).

O ID tem uma alta taxa de utilizacdo de nutrientes através das visceras drenadas pelo
sistema porta, que incluem o estdmago, intestinos, pancreas e baco (WANG et al., 2018). Nos
suinos, representa cerca de 5% do peso corporal e é responsavel por 20-35% da sintese
proteica e gasto energético de todo o corpo (WANG et al., 2018). Possui desenvolvimento
acelerado nos primeiros dias de vida dos leitbes, com a area de absor¢do podendo aumentar
cerca de 50% no primeiro dia apds o nascimento e 100% durante os primeiros 10 dias de vida
(MARION; DIVIDICH, 2003).

O ID possui trés segmentos, sendo eles o duodeno, o jejuno e o ileo. Sua parede, assim
como a do restante do tubo digestdrio, é formada por quatro camadas ou tanicas concéntricas:
mucosa, submucosa, muscular externa e serosa ou adventicia (Figura 1A) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

Na superficie interna do ID observam-se varias estruturas que aumentam a area de
absorcdo de nutrientes: as pregas, as vilosidades (ou vilos), as microvilosidades (ou
microvilos) e as criptas de Lieberkiihn (GARTNER; HIATT, 2007).

As pregas sdo estruturas permanentes, de formato semilunar, circular ou espiral. S&o
observadas a olho nu e representam dobras da mucosa e da submucosa (Figura 1A), sendo
mais desenvolvidas no jejuno. As vilosidades sdo projecGes microscopicas formadas pela

lamina propria recoberta pelo epitélio de revestimento. O eixo central de cada vilosidade
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contém alcas capilares, um canal linfatico, que termina em fundo cego, e algumas células
musculares lisas rodeadas por um tecido conjuntivo frouxo rico em células de defesa. As
microvilosidades sdo especializacfes da membrana plasmatica apical da célula epitelial de
revestimento das vilosidades intestinais e s6 podem ser observadas na microscopia eletronica.
Esses trés tipos de projecdes aumentam cerca de 600 vezes a area absortiva do ID. O epitélio
de revestimento invagina em direcdo a lamina prépria, formando as glandulas intestinais ou
criptas de Lieberkiihn, que também aumentam a area de superficie do ID (Figura 1B)
(GARTNER; HIATT, 2007).

Figura 1: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos, corados com hematoxilina e eosina, do
duodeno de leitdes alimentados com dietas contendo 6leos funcionais. A. Parede do duodeno com suas
tlnicas mucosa (m), submucosa (sm), muscular externa (me) e adventicia (adv). A projecdo formada
pela mucosa e submucosa constitui uma prega. Barra: 500 um. B. Detalhe de parte mucosa duodenal
ilustrando uma vilosidade (v), projecdo da Iamina prdpria (Lp) e do epitélio de revestimento (Ep). Esse
epitélio evidencia enterdcitos e células caliciformes (CC). Cr: criptas; mm: muscular da mucosa; Sm:
submucosa; Me: muscular externa. Barra: 100 um.

A B

Sm

™ adv

Fonte: O autor.

Considerando as tunicas do ID, a mucosa é a mais interna, em contato com a luz do
orgdo, e é constituida pelo epitélio de revestimento simples cilindrico, uma lamina prépria
subjacente e a muscular da mucosa. O epitélio de revestimento recobre as vilosidades e a
superficie entre elas e é constituido, principalmente, pelos enterdcitos e pelas células
caliciformes. Esse epitélio é continuo continuo com o epitélio das criptas, formado por
enterocitos, células caliciformes, células enteroenddcrinas, células de Paneth e células-tronco
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

A lamina propria, composta por tecido conjuntivo frouxo com vasos sanguineos e
linfaticos, fibras nervosas e fibras musculares lisas, preenche o centro das vilosidades
intestinais, onde as células musculares lisas sdo responsaveis pela movimentagdo ritmica,
auxiliando na absorcdo dos nutrientes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Seguindo do

limen em direcdo a camada muscular da mucosa, a lamina propria é comprimida pelas
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numerosas criptas, reduzindo-se a finas laminas de tecido conjuntivo frouxo com grande
vascularizagdo (GARTNER; HIATT, 2007).

A muscular da mucosa é constituida por duas camadas de células musculares lisas, a
camada circular interna e a longitudinal externa. As fibras musculares da camada circular
interna estao presentes no eixo das vilosidades e durante a digestdo estas fibras musculares se
contraem ritmicamente, encurtando a vilosidade repetidas vezes por minuto (GARTNER;
HIATT, 2007).

Abaixo da mucosa, situa-se a tlnica submucosa, com grande suprimento vascular e
linfatico. E constituida por tecido conjuntivo fibroelastico, sendo mais fibroso que o tecido
conjuntivo da lamina prépria. As glandulas duodenais, também chamadas de glandulas de
Brunner, séo especificas de mamiferos e estdo presentes ao longo da submucosa do duodeno
de herbivoros, restrita ao duodeno proximal em carnivoros e distribuido da parte proximal a
média do duodeno em onivoros (TERAOKA et al., 2001). As glandulas de Brunner produzem
um fluido mucoso, rico em bicarbonato (GARTNER; HIATT, 2007). Esse muco alcalino,
com pH 8,1 a 9,3, confere protecdo aos efeitos da acidez do suco gastrico na mucosa
duodenal, neutraliza o0 pH do quimo, aproximando-o ao pH 6timo para a acdo das enzimas
pancredticas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Essas glandulas também secretam
urogastrona que inibe a producdo de &cido cloridrico pelo estdmago e amplifica a velocidade
de atividade mitética das células epiteliais (GARTNER; HIATT, 2007).

A lamina prépria e a submucosa do intestino delgado séo ricas em células linfoides,
apresentando agregados de nodulos linfoides (GALT: tecido linfoide associado ao tubo
digestorio), que sdo mais numerosos no ileo e, neste 6rgdo, sdo conhecidos como placas de
Peyer (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). A funcdo primaria de defesa contra potenciais
patdgenos que possam entrar atraves de epitélios de superficie vulneraveis é executada pelo
sistema imunoldgico da mucosa. Como funcdo secundaria, o sistema imune intestinal tem a
capacidade de discriminar entre antigenos associados a patdgenos e comensais, expressando
respostas ativas contra os primeiros e tolerancia aos ultimos (BLACHIER; WU; YIN, 2013).

Abaixo da submucosa, localiza-se a tGnica muscular do ID. Ela apresenta duas
camadas de fibras musculares lisas com orientacdes diferentes entre elas. A camada circular
interna € composta por fibras musculares lisas dispostas em arranjo circunferencial,
responsaveis pelo estreitamento e alargamento intestinal, enquanto a camada longitudinal
externa apresenta arranjo paralelo ao eixo do tubo intestinal, responsavel pelo alongamento e
encurtamento intestinal. Juntas, as contragdo destas fibras musculares sdo responsaveis pelo
peristaltismo do 6rgdo (GARTNER; HIATT, 2007).
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A superficie externa do intestino delgado apresenta uma camada de tecido conjuntivo
que nos dois tercos finais do duodeno é a camada adventicia e no restante do intestino delgado
é a serosa (GARTNER; HIATT, 2007).

A inervacéo do tubo digestorio € realizada por dois componentes, um intrinseco, que
compreende o sistema nervoso entérico (SNE), e um extrinseco, representado pelo sistema
nervoso autdbnomo (SNA) simpatico e parassimpatico. O SNE é autossuficiente, mas sofre
modulacédo pelo SNA. Esta presente em toda a extensdo do tubo digestorio, controlando suas
funcdes secretoras e motoras. E constituido por uma sequéncia de numerosos ganglios
localizados na submucosa, formando o plexo submucoso (de Meissner), e entre as duas
subcamadas de musculo liso da muscular externa, representado pelo plexo mioentérico (de
Auerbach). O plexo submucoso controla a funcdo secretora e a movimentacdo da mucosa,
enquanto o plexo mioentérico controla os movimentos peristalticos (GARTNER; HIATT,
2007).

Esses plexos recebem estimulos dos neur6nios sensoriais, através de terminagdes
nervosas proximas da camada epitelial e na camada de mauasculo liso, tendo o0s
quimiorreceptores relacdo com a composic¢do do contedo intestinal e 0s mecanorreceptores
com o grau de expansdo da parede intestinal. Esta inervacdo intrinseca € responsavel pelas
contragOes intestinais que ocorrem de maneira independente da inervacdo extrinseca. A
inervacdo extrinseca € formada por fibras nervosas colinérgicas parassimpaticas que
estimulam a atividade da musculatura lisa intestinal e também por fibras nervosas
adrenérgicas simpaticas que deprimem a atividade da musculatura lisa intestinal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; ORIA et al., 2016).
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Figura 2: Esquema ilustrando a parede do intestino delgado formada pelas tlnicas mucosa, submucosa, muscular
externa e serosa. Sao observadas trés vilosidades com sua irrigagdo sanguinea (a esquerda), circulagao
linfatica (centro) e inervacédo (a direita). Células musculares lisas, ilustradas a direita, sdo responsaveis
pela movimentagdo das vilosidades. Na submucosa e na muscular externa sdo encontrados os plexos
submucoso e mioentérico, respectivamente.
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Fonte: JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. . Histologia basica. 12- ed. Rio de Janeiro: Guanabara koogan,
2017.

1.1.1 Células Epiteliais Intestinais Diferenciadas

Sdo quatro os principais tipos de células diferenciadas encontradas no epitélio
intestinal: enterdcito, com funcdo absortiva, e células caliciformes, de Paneth e
enteroenddcrina com finalidade secretora.

As células do epitélio de revestimento intestinal, se caracterizam por derivar do
endoderma do embrido e ser continuamente substituidas por um processo denominado
renovacao celular, que ocorre em um periodo médio de 4 a 5 dias (ALBERTS et al., 2017; QI;
CHEN, 2015), com excecdo das células de Paneth, que sobrevivem por até 57 dias
(IRELAND et al., 2005).

Os enterdcitos desempenham papéis-chave na digestdo e absor¢do dos nutrientes
presentes no limen (WANG et al., 2018) e constituem até 90% da populacdo de células
epiteliais no eixo cripta-vilosidade (CHENG; LEBLOND, 1974). Séo células colunares, com
nacleo oval situado em sua porgédo basal. No apice da célula, a membrana plasmética possui
pequenas projecdes para o lumen, chamadas de microvilosidades. Estima-se que cada célula
absortiva tenha em média trés mil microvilosidades, sendo que em cada milimetro quadrado
de mucosa contenha aproximadamente de 200 milhdes dessas estruturas (ALBERTS, 2017;
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GARTNER; HIATT, 2007). Internalizar moléculas nutrientes produzidas durante a digestao é
a funcdo mais importante dos enterdcitos. Enzimas como as dissacaridases e dipeptidases sdo
produzidas pelos enterocitos e podem fazer parte do glicocélice nas microvilosidades.
Dissacarideos e dipeptidios séo hidrolisados em monossacaridios e aminoacidos, podendo
entdo ser absorvidos por meio de transporte ativo. A acdo conjunta da lipase pancreatica e bile
é responsavel pela digestdo lipidica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

O epitélio intestinal apresenta células especializadas na producéo e secre¢do de muco,
denominadas células caliciformes. Elas produzem glicoproteinas acidas do tipo mucina que,
apos serem hidratadas e formarem ligac6es cruzadas entre si, dardo origem ao muco intestinal
(GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Esse muco cobre o epitélio
com uma camada que protege as células intestinais de contaminacdo e da abrasdo com o
conteddo intestinal (STANGE, 2013; ALBERTS et al., 2017). Essas células sdo fundamentais
para a manutencdo da homeostase e integridade do epitélio intestinal. A diminuicdo na
producdo de muco e a perda de células caliciformes estdo intimamente relacionadas com
doencas entéricas em suinos (JUNG; SAIF, 2017; MCCAULEY; GUASCH, 2015).

As células caliciformes possuem granulos de secrecdo que preenchem a sua regiao
apical, sendo que o nucleo fica normalmente situado na regido basal, rica em reticulo
endoplasmatico rugoso. O complexo de Golgi é muito desenvolvido, indicativo de seu
importante papel nesta célula. As proteinas sdo sintetizadas na porcdo basal da célula e ao
serem transportadas para o reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, as enzimas
glicosiltransferase acrescentam monossacaridios as proteinas. No momento em que ocorre a
secrecdo pela célula, a substancia se torna altamente hidratada e forma o muco, um gel
viscoso, elastico e lubrificante (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Esse muco protege a
extensa superficie mucosa do trato gastrintestinal que é frequentemente exposta a
microrganismos potencialmente invasivos.

As células de Paneth sdo células que fazem parte do sistema imune inato, secretam
criptidinas que sdo proteinas da familia das defensinas, substancias com acdo antibacteriana,
antifangica e antiviral (ALBERTS et al., 2017). Apresentam o complexo de Golgi bem
desenvolvido, grande quantidade de reticulo endoplasmético rugoso, numerosas mitocondrias
e grandes granulos de secrecdo apicais contendo um produto de secre¢cdo homogéneo
(GARTNER; HIATT, 2007). A lisozima, presente no interior dos granulos deste tipo celular,
possui capacidade de digerir a parede de algumas bactérias, contribuindo no controle da
microbiota intestinal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).
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Ainda entre as quatro principais células diferenciadas do epitélio intestinal, estdo as
celulas enteroenddcrinas, apresentando mais de 15 subtipos diferentes, responséveis pela
secrecdo de serotonina e hormdnios peptidicos que atuam sobre neurdnios e outros tipos
celulares na parede do intestino, regulando o crescimento, proliferacdo e as atividades
digestivas das células intestinais e de outros tecidos (STANGE, 2013; ALBERTS et al.,
2017). Por exocitose, liberam seus granulos de secrecgéo e, entdo, os hormonios podem exercer
efeitos paracrinos ou endécrinos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Células secretoras de
polipeptidios do trato gastrintestinal podem ser classificadas em tipo aberto, quando a parte
apical da célula apresenta microvilosidades em contato com o lumen do érgéo, e tipo fechado,
quando a parte apical da célula esta recoberta por outras células epiteliais. Células do tipo
aberto sdo mais alongadas que as células absortivas adjacentes, suas microvilosidades podem
conter receptores para substancias presentes no lumem intestinal, influenciando nas funcdes
de secrecéo celular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Os antigenos que entram pelo intestino sdo destinados aos 6rgdos linfoides periféricos
associados aos intestinos, como as placas de Peyer (ALBERTS, 2017). Neste processo, um
grupo celular importante sdo as células M, células epiteliais especializadas que recobrem
nodulos linfoides das placas de Peyer, localizadas no ileo, e sdo responsaveis pelo transporte
de antigenos do lumen para as celulas do sistema imunoldégico (STANGE, 2013).
Caracterizam-se pela presenca de numerosas invaginacdes basais contendo muitos linfdcitos e
células apresentadoras de antigenos, como os macréfagos. Atuam na captacdo de antigenos
por endocitose e transporte para macréfagos e células linfoides adjacentes, as quais migram
entdo para outros compartimentos do sistema linfoide. Nos nédulos linfoides, as respostas
imunolégicas contra os antigenos apresentados sao iniciadas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017).

1.1.2 Células-tronco Intestinais

Intercaladas entre as células de Paneth, logo acima da base da cripta, encontram-se as
células-tronco ou regenerativas, encarregadas de abastecer 0s niveis mais altos da cripta com
algumas de suas descendentes destinadas a diferenciacdo, enquanto outras células de sua
progénie permanecerdo na base da cripta para que se mantenha continuo o processo de
renovacdo celular. Células comprometidas com a diferenciacdo, chamadas de células
precursoras comprometidas ou celulas amplificadoras em transito, sdo derivadas das células-
tronco e se dividem logo acima das mesmas, diferenciando em duas linhagens celulares

principais: enterdcitos e células secretoras de muco e horménios (ALBERTS, 2017; MERAN;
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BAULIES; LI, 2017). As células de Paneth sdo o Unico tipo de célula conhecido a migrar em
direcdo a base da cripta, onde desempenham a importante funcdo de regulacdo na proliferacéo
e diferenciacdo de células-tronco, além de serem responsaveis pela secrecdo de peptideos
antimicrobianos (CLEVERS; BEVINS, 2013), conforme descrito anteriormente.

A substituicdo celular continua, que ocorre no epitélio intestinal, € mantida pelas
celulas tronco intestinais localizadas em seu nicho na base da cripta (MERAN; BAULIES; L1,
2017). Essas celulas-tronco se multiplicam por mitose, durante a qual uma célula se divide em
duas, recebendo cada nova célula um jogo cromossémico igual ao da célula original. Esse
processo consiste na duplicagdo prévia dos cromossomos e sua distribuicdo equitativa para as
células-filhas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

O processo de renovacdo envolve a proliferacdo rapida e continua de células epiteliais
na base da cripta, com posterior migracdo dessas células ao longo do eixo da cripta-vilosidade
(UMAR, 2010). Para o numero de células-tronco em uma cripta se manter estavel, cada
divisdo deve produzir uma célula-filha que permanece como uma célula-tronco e uma que se
torna comprometida com a diferenciacdo (ALBERTS, 2017). Uma vez que elas chegam nas
vilosidades, elas estdo totalmente diferenciadas e prontas para executar as suas funcdes
(STANGE, 2013). A cripta, por abrigar as células-tronco e progenitores iniciais, é
considerada como o compartimento de proliferacdo, enquanto a vilosidade compreende o
compartimento de diferenciacdo por ser composta de mdultiplas linhagens diferenciadas (QI;
CHEN, 2015).

A proliferacdo de células epiteliais intestinais ocorre de forma muito ativa, sendo essa
renovacdo coordenada por um pequeno numero de células-tronco, formadas por duas
populacbes: as células-tronco de reserva, também chamadas de células +4, que apresentam
um ciclo celular quiescente ou lento, em condi¢cBes homeostaticas, e as células-tronco em
proliferacdo ativa, também conhecidas como células CBC, sendo estas as principais
contribuintes para a renovacao das células epiteliais (VERDILE et al., 2019).

O revestimento do intestino se renova mais rapidamente do que qualquer outro no
corpo de um mamifero (ALBERTS, 2017), esse processo parece ser inteiramente dependente
de um numero limitado de células progenitoras multipotentes de longa duragdo (UMAR,
2010). A auto renovacao rapida se faz necessaria para compensar o dano constante infligido
as celulas intestinais pelas agressdes causadas pelo contetdo intestinal (STANGE, 2013).

O fluxo continuado de células que emergem das criptas tem que ser equilibrado pela
apoptose de células diferenciadas nas pontas das vilosidades, de onde elas caem no Iimen do

intestino (STANGE, 2013). A proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de células epiteliais
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intestinais possuem fungOes importantes na manutencdo do desenvolvimento intestinal e
recuperacdo do dano tecidual (BARSZCZ; SKOMIAL, 2010).

1.1.3 Barreira Epitelial Intestinal

O intestino possui uma grande area de superficie com multiplas funcdes, sendo uma
das principais a absor¢do de nutrientes. Outra tarefa importante para o intestino € manter uma
barreira local que impeca a passagem de bactérias, toxinas, antigenos e patdégenos, contidas no
Ilimen intestinal, para outros locais do organismo. A barreira epitelial intestinal é a primeira
linha de defesa contra um ambiente hostil no ldmen intestinal (CAO et al., 2018). E
dependente da permeabilidade da membrana plasmaética e das junc¢des intercelulares dos
enterocitos (CARVALHO; COLLARES-BUZATO, 2005).

Ao longo da superficie lateral dos enterdcitos, as juncdes intercelulares estdo dispostas
em uma sequéncia constante do apice em direcdo a base da célula: zénulas de oclusédo ou
estreitas, zOnulas de adesdo ou de ancoragem, desmossomos e jungdes comunicantes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). O conjunto formado pelas zonulas de ocluséo, z6nulas
de adesdo e desmossomos forma o complexo unitivo que mantém os enterdcitos vizinhos
firmemente unidos entre si (GARTNER; HIATT, 2007).

A barreira epitelial intestinal € formada, principalmente, pelas zonulas de oclusdo
estabelecidas entre enterdcitos vizinhos (LI; AKHTAR; CHOUDHRY, 2012). As referidas
juncgdes sdao formadas por proteinas, como claudinas e ocludinas, constituindo uma barreira
seletivamente permedavel para o transporte paracelular de pequenas moléculas e ions através
do epitélio intestinal (LI et al., 2012; ALBERTS et al., 2017). As zonulas de oclusdo estdo
localizadas na regido préxima a superficie apical dos enterdcitos, formando uma jungdo que
envolve toda a circunferéncia das células (GARTNER; HIATT, 2007)

As zbnulas de adesdo formam um complexo juncional, logo abaixo das z6nulas de
oclusdo, que também envolve todo perimetro apical da célula (GARTNER; HIATT, 2007).
Tanto as zbnulas de adesdo como os desmossomos sdo formados ao redor das proteinas
transmembrana que pertencem a familia das caderinas. As proteinas da superfamilia das
caderinas da membrana plasmatica de uma célula se ligam diretamente a outras moléculas de
caderinas na membrana plasmatica da célula vizinha (ALBERTS et al., 2017).

As juncdes comunicantes, ou juncdes do tipo fenda, criam passagens através de
conjuntos de conéxons que comunicam 0s citoplasmas adjacentes, possibilitando que

moléculas de sinalizacdo, ions e alguns hormonios possam transitar atraves destas jungoes,
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tornando possivel a comunicacdo entre as células para que, assim, trabalhem de forma
coordenada (ALBERTS et al., 2017).

A manutencao da integridade da barreira epitelial e intestinal (Figura 3) € crucial para
a homeostasia intestinal e do organismo como um todo, pois 0 seu comprometimento esta
frequentemente associado a doengas gastrintestinais e sisttmicas (CARVALHO;
COLLARES-BUZATO, 2005). Patogenos frequentemente exercem efeitos gastrintestinais,
com o enfraquecimento das juncBes entre as células, permitindo a translocacdo desses
patdgenos e a ativacdo de sinais inflamatorios ou o estabelecimento de lesGes inflamatorias
locais (KENNY etal., 2011).

Figura 3: llustracdo em resumo das vérias juncBes celulares encontradas nas células epiteliais do intestino
delgado dos vertebrados, classificadas de acordo com sua fungdo priméaria. Na porcdo mais apical da
célula, a posigdo das juncbes é a mesma em praticamente todo o epitélio de vertebrados. As juncbes
compactas ocupam a posi¢do mais apical, seguidas pelas jun¢bes aderentes (cinturdo de adesdo), e entéo
por uma linha paralela especial de desmossomos. Juntas, tais estruturas sdo denominadas complexo
juncional. As junc@es do tipo fenda e os desmossomos adicionais sdo menos organizados. Dois tipos de
juncdes de ancoragem célula-matriz prendem a superficie basal da célula a lamina basal.

APICAL

| -
- A juncdo compacta sela

JUNGCAO COMPACTA ® os espacos entre as células epiteliais

A juncao aderente conecta
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uma célula com os feixes da outra célula

Complexo
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JUNCOES DE

s
|
ANCORAGEM
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-_—
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Fonte: ALBERTS, B. et al. Biologia molecular da célula. 6. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.

1.2 EFICIENCIA INTESTINAL E SUA IMPORTANCIA PARA O CRESCIMENTO
ANIMAL

O maior entendimento sobre aditivos, que possam ser usados na alimentacdo animal e
que consigam alcancar os objetivos de produzir alimentos seguros para 0 consumo humano,
tem sido uma constante busca no meio da pesquisa. A preocupagdo crescente com o0 uso de
antibioticos na producdo animal e seu efeito sobre a salde humana, através de uma possivel

alteracdo na qualidade dos produtos derivados animais, incentivou a proibicdes de seu uso em
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varios paises (XU et al., 2018). Como alternativa, dentro deste conceito, os 6leos funcionais
tém sido explorados para manter o desempenho dos leitdes sem o uso de antibioticos.

Leitdes possuem alta susceptibilidade a patdgenos bacterianos, estresse oxidativo e
inflamacéo, levando a reducdo no desempenho do crescimento, altas taxas de mortalidade,

morbidade e comprometimento do bem-estar animal (OMONIJO et al., 2018).
1.2.1 Saude Intestinal

O termo salde intestinal pode ser descrito como a homeostase no trato gastrointestinal
(TGI), no que esta relacionado a sua estrutura e funcdo, por meio da interacdo entre a
microbiota e o hospedeiro, a integridade da barreira epitelial e a funcionalidade do sistema
imune da mucosa (PLUSKE; TURPIN; KIM, 2018).

Alguns fatores sdo fundamentais para a manutencdo da salde intestinal, tais como
digestdo e absorcdo eficazes dos alimentos, auséncia de doengas gastrointestinais, microbioma
intestinal normal e estavel, estado imune efetivo e bem-estar (BISCHOFF, 2011). Entretanto,
a saude intestinal pode ser comprometida ndo somente quando h& manifestacdo de doencas,
podendo também ser relacionada com o baixo consumo de racdo apds o desmame, que
acarreta na auséncia de nutrientes no limen, alem do estresse e outros desafios associados a
esse desmame, que causam alteragcdes nas funcgdes e estruturas do TGI (CELI et al., 2017).

O TGI desempenha papel importante na regulacdo das funcdes imunoldgicas do
individuo, sendo essenciais para o funcionamento bioldgico e homeostase de todas as funcdes
do corpo do animal (PLUSKE; TURPIN; KIM, 2018). As funcGes absortivas e protetoras do
intestino delgado sdo dependentes da integridade do seu epitélio (UMAR, 2010). A
microbiota intestinal desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo e na
maturacdo da imunidade desse 6rgdo (LIANG; WU; JIN, 2018). Em humanos e outros
animais, a microbiota é vasta e diversificada e apresenta, aproximadamente, 100 trilhdes de
microrganismos (LI et al., 2018). A relacdo do intestino com esses microrganismos €
dindmica e sensivel a inumeros fatores ambientais, em especial a dieta (OMONIJO et al.,
2018). Sob condices estressantes, o sistema imunoldgico é suprimido, levando a inflamacéo
crénica do intestino delgado (PLUSKE; TURPIN; KIM, 2018).

A fase que antecede o parto e os primeiros dias de vida dos leitbes representa um
periodo crucial durante o qual muitos sistemas se desenvolvem, como o sistema imune
intestinal e a microbiota comensal (BOURGOT et al., 2014). O estabelecimento da microbiota
intestinal desempenha um papel crucial na proliferacdo e maturacdo do tecido linfoide

associado a mucosa do intestino (GALT), bem como no recrutamento de células de defesa
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plasmaéticas e células T secretoras de imunoglobulinas A (IgA) para os locais das mucosas
(BOURGOT et al., 2014). Os sinais derivados da microbiota influenciam a comunicacao entre
as células epiteliais e as celulas dendriticas do intestino, modulando, assim, a natureza e a
intensidade das respostas das células B e T intestinais (BOURGOT et al., 2014). Bactérias
comensais sdo importantes na regulacdo da homeostase lipidica sistémica e alteracdes nos
niveis desses metabdlitos podem influenciar na funcdo imune (BRESTOFF; ARTIS, 2013).
Estas bactérias sdo necessarias para a producdo de acidos biliares e acidos graxos de cadeia
curta, ambos apresentando propriedades anti-inflamatorias. Além disso, atuam como fontes de
vitaminas e aminoacidos em nivel intestinal (BRESTOFF; ARTIS, 2013).

Os leitdes possuem alta susceptibilidade a patdgenos bacterianos, estresse oxidativo e
inflamacao, fatores que resultam em reducdo no desempenho do crescimento, comprometendo
0 bem-estar animal e aumentando as taxas de morbidade e mortalidade das doencas
(OMONWNO et al., 2018).

1.2.2 Desmame

Objetivando o alcance das metas de producdo na inddstria suina, os leitdes sao
desmamados precocemente, antes que uma populacdo microbiana estavel seja estabelecida e o
sistema imunoldgico esteja completamente maduro (FOUHSE; ZIJLSTRA; WILLING, 2016).
O desmame é um procedimento estressante para os leitdes. O estresse social ocasionado pela
formagéo de novos grupos e a adaptacdo ao consumo de um novo alimento, geralmente uma
dieta solida, podem gerar resisténcia a alimentacdo (BLAVI; MALLO; PEREZ, 2018),
contribuindo para a diminui¢cdo do desempenho (WEI et al., 2017). Distarbios no ecossistema
microbiano do intestino, durante a criacdo de suinos, podem aumentar drasticamente o risco
de doengas (FOUHSE; ZIJLSTRA; WILLING, 2016). Isso torna o desmame o periodo mais
critico do ciclo de producdo de suinos, pois é acompanhado por multiplos estressores que
induzem anorexia transitoria, inflamacdo intestinal e desequilibrio da microbiota intestinal
(VERDILE et al., 2019).

A transicdo do desmame para a dieta solida também esta associada a um aumento da
permeabilidade intestinal, que favorece o cruzamento de toxinas e patdgenos pelo epitélio
(BROWN et al.,, 2006; WANG et al.,, 2016). O estresse ndo causa somente mudancas
estruturais e funcionais, como também contribui para uma reacdo inflamatoria, que pode
comprometer a arquitetura das vilosidades e criptas intestinais e proporcionar um ambiente
favoravel ao crescimento de algumas classes de bactérias, resultando na perda da diversidade
microbiana (CAMILLERI et al., 2012; ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017). Wang et al.
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(2016), relataram que o desmame precoce induziu a uma diminui¢do na proporgéo da altura
das vilosidades e profundidade das criptas no jejuno e ileo. Outros estudos demostraram que a
atividade especifica das enzimas da borda em escova dos enterdcitos diminuiram para valores
minimos no periodo de 4 a 5 dias ap6s 0 desmame, juntamente com a reducdo na altura das
vilosidades e 0 aumento da profundidade da cripta (FAN et al., 2002; TANG et al., 1997). Foi
demonstrado que o estresse do desmame induziu & interrupcéo do ciclo celular, & apoptose
acelerada e inibicdo da proliferacdo celular (ZHU et al., 2014).

O desenvolvimento e maturidade funcional dos enterdcitos € importante em leitdes,
para que possam atingir sua capacidade digestiva e de absor¢do maxima (MARION;
DIVIDICH, 2003). Antibidticos promotores de crescimento (AGP) tém sido amplamente
utilizados em dietas para suinos, especialmente em dietas pds desmame, para controlar a

incidéncia de diarreia e melhorar o desempenho do crescimento (OMONIJO et al., 2018).
1.3 OLEO FUNCIONAIS

Todas as plantas tém a capacidade de produzir compostos volateis, mesmo em
pequenas quantidades. Aproximadamente 10% das espécies vegetais conseguem sintetizar,
secretar e armazenar, no citoplasma de células secretoras, uma pequena quantidade de
esséncia odorifera (SOCACI et al., 2020). Os dleos funcionais (FO), classe de moléculas
aromaticas volateis, sdo descritos entre os principais tipos de extratos vegetais naturais (LI et
al., 2018). Possuem potenciais antimicrobianos, antifingicos, antivirais e caracteristicas que
0s tornam repulsivos para insetos e alguns herbivoros (ROZZA; PELLIZZON, 2013;
THHHONEN et al., 2010). Sdo extraidos de flores, folhas, caules, raizes, sementes ou frutos das
plantas por destilacdo a vapor, extrusdo ou extracdo com solvente (BRENES; ROURA, 2010).

Em relacdo a atividade e efeitos bioldgicos, cada constituinte quimico tem suas
propriedades caracteristicas (LI et al., 2018). Os FO de mamona e casca de caju sao
alternativas ao uso de antimicrobianos. A molécula farmacolégica presente na mamona € o
acido ricinoleico (MURAKAMI; EYNG; TORRENT, 2014). O composto derivado de glicina
e &cido ricinoleico mostrou excelentes atividades antimicrobianas e anti-biofilme contra as
cepas bacterianas gram positivas (MOHINI et al., 2017), pr6 e anti-inflamatéria (VIEIRA et
al.,, 2001). A casca de caju contém alquil fendis, composto principalmente por &cido
anacardico, cardol e metil cardol, possuindo atividade antimicrobiana (KUBO; NIHEI,
TSUJIMOTO, 2003)

A diversidade e complexidade da composi¢do dos FO dificulta a identificagdo de todos

0s constituintes e a atribuicdo de suas atividades biologicas a um determinado composto
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(BRENES; ROURA, 2010; DHIFI et al., 2016; NAZZARO; FRATIANNI; MARTINO,
2013).

FO sdo liquidos lipofilicos viscosos dotados de odor caracteristico das plantas
aromaticas, com alta variabilidade em sua composicédo, tanto em termos qualitativos como
quantitativos, influenciado por fatores ambientais e genéticos como cultivo, estagio
vegetativo, época de colheita, regido cultivada, porcdo da planta utilizada e método de
extracdo (BRENES; ROURA, 2010; SOCACI et al., 2020).

FO apresentam caracteristicas de melhoria da digestibilidade de nutrientes, podendo
ser relacionada com as alteracGes histoldgicas que ocorrem no intestino de animais
suplementados (LI et al., 2012), mas seus efeitos fisioldgicos que resultam nestas melhorias,
devem ser melhor estudados (ZHAI et al., 2018).
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CAPITULO 2 - MORFOLOGIA E PROLIFERACAO CELULAR DO EPITELIO
INTESTINAL DE LEITOES LACTENTES ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTENDO OLEOS FUNCIONAIS

2.1 INTRODUCAO

Objetivando o alcance das metas de producdo na inddstria suina, os leitdes sao
desmamados precocemente, antes que uma populacdo microbiana estavel seja estabelecida no
intestino delgado e o sistema imunoldgico esteja completamente maduro (FOUHSE;
ZIJLSTRA; WILLING, 2016). A transicdo do desmame para a dieta sélida estd associada a
mudancas estruturais e funcionais no intestino delgado, como aumento da permeabilidade de
modo a favorecer o cruzamento de toxinas e patdégenos pelo epitélio (BROWN et al., 2006;
WANG et al., 2016).

O estresse causado pelo desmame pode resultar em reacdo inflamatéria que
compromete a arquitetura das vilosidades e criptas intestinais e proporciona um ambiente
favoravel ao crescimento de algumas classes de bactérias, com perda da diversidade
microbiana local (CAMILLERI et al., 2012; ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017). Yang et al.
(2016) mostraram que o desmame também afeta a proliferacdo das células-tronco das criptas,
resultando em efeitos negativos, como a diarreia.

Os antibidticos promotores de crescimento (AGP) tém sido utilizados em dietas p6s-
desmame para suinos para controlar a incidéncia de diarreia € melhorar o desempenho do
crescimento (OMONIJO et al., 2018). No entanto, nas Ultimas décadas, tém-se questionado a
utilizacdo dos AGP devido, principalmente, a resisténcia bacteriana que pode ser alcancada
por mutacdes no genoma ou por aquisicdo de genes que conferem resisténcia as bactérias
(LAZAR et al., 2013). Como consequéncia desta preocupacio, muitos paises tém restringido
ou até proibido o uso de AGP na producédo animal (SEAL et al., 2018).

Com vistas a melhoria da seguranca alimentar humana, alternativas para a reducdo no
uso de aditivos em racdes para animais de producdo estdo sendo o foco de muitas pesquisas.
Dentre os compostos utilizados para a substituicdo ao uso de AGP, os 6leos funcionais (FO)
tém atraido bastante atencdo, pois se apresentam como uma alternativa para uso na ragao
(ZENG et al., 2015a). Os FO promovem atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-
inflamatorias e melhora na morfologia e funcdo da barreira intestinal (CHENG et al., 2017;
GIANNENAS et al., 2014). A auséncia de resisténcia bacteriana descrita aos FO é
considerada uma das principais vantagens destes compostos em relacdo aos antimicrobianos
(KNEZEVIC et al., 2016).
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A caracteristica lipofilica dos FO permite que eles se incorporem aos lipideos da
membrana celular das bactérias, tornando a estrutura mais permeéavel e possibilitando a
passagem de compostos inespecificos, culminando no extravasamento de ions e outras
moléculas celulares podendo levar a perda de viabilidade ou mesmo a morte bacteriana
(DHIFI et al., 2016; GOUVEA; ROSENTHAL; HELENA, 2017).

Geralmente as bactérias gram-positivas sdo mais suscetiveis a acdo dos FO devido as
caracteristicas na estrutura da sua parede celular. Bactérias gram-negativas sdo mais
complexas, pois possuem uma membrana externa adicional que diminui a permeabilidade as
moléculas hidrofébicas, sendo que pequenas moléculas hidrofilicas podem entrar na célula
através de abundantes proteinas porinas (DIAO et al., 2014; NAZZARO; FRATIANNI;
MARTINO, 2013; ZHANG et al., 2016).

Estudos tém mostrado que os FO podem melhorar a resisténcia as infeccdes em suinos
e aves (ZENG et al., 2015b), reduzir a conversdo alimentar e diminuir a incidéncia de diarreia
em leitdes (LI et al., 2018). Além disso, A utilizacdo dos FO em suinos tem mostrado melhora
no desempenho (CHO et al., 2006; KROISMAYR et al., 2008), na digestibilidade dos
nutrientes (YAN et al., 2010), no status imune e no ecossistema intestinal (MANZANILLA et
al., 2004).

Considerando a morfologia intestinal, alguns estudos tém mostrado relacdo entre a
utilizacdo dos FO e alteracbes benéficas em parametros morfométricos do intestino delgado,
como altura das vilosidades, profundidade das criptas intestinais (LI et al., 2012) e estimulo
na producdo de muco intestinal (WINDISCH et al., 2008). O aumento na altura das
vilosidades, por exemplo, melhora a digestibilidade de nutrientes e o ganho de peso em leitdes
(XU et al., 2017). A producdo de muco intestinal contribui para a protecdo do epitélio contra
contaminacdo bacteriana, por meio da inibi¢cdo da aderéncia a mucosa (WINDISCH et al.,
2008).

Devido a auséncia de trabalhos que explorem em nivel celular o impacto da
administracdo de FO em suinos e considerando a grande influéncia que o desenvolvimento
celular e a saude intestinal possuem para um bom ganho de peso e melhoria da conversao
alimentar em animais de producdo, o objetivo desse estudo foi de explorar o uso de FO de
mamona e casca de caju em leitdes durante o aleitamento, com énfase na morfometria e
proliferacdo celular intestinal. De forma especifica, objetivamos avaliar a morfometria de
vilosidades e criptas, a contagem de células caliciformes presentes nas vilosidades e a
contagem de células em proliferacdo nas criptas do duodeno de leitGes lactentes alimentados

com OF de mamona e casca de caju.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Delineamento Experimental

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (Processo CEUA 023/2018). O experimento foi realizado na
Unidade Produtora de Leitbes em Carambei, Parand. Foram utilizadas 40 porcas pré-
selecionadas de genética comercial, inseminadas artificialmente, de diferentes ordens de parto
(variacdo de 1 a 7). O periodo experimental foi de 28 dias (6 dias pré-parto e 21 dias de
lactacdo). As porcas foram alojadas em celas de pari¢do, equipadas com comedouros tipo
calha e bebedouros autométicos em ambiente termo neutro. Apds o nascimento, os leitGes
permaneceram sobre piso de aquecimento com temperatura ajustavel de acordo com o
conforto térmico recomendado pela fase.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com cinco tratamentos. NC
(controle negativo): dieta comercial sem antibiético para leitdes e porcas; FOPig: dieta com
6leos funcionais (FO) para leitdes; FOSow: dieta com FO para porcas; FOAII: dietas FO para
porcas e leitbes; ANTPIG: dieta com antibidtico (sulfametoxazol e trimetoprim) para leitGes.
Foi considerado como fator de bloqueamento a ordem de parto (OP), distribuida em bloco 1 -
OP 1 (primiparas); bloco 2 - OP 2 a 7 partos (pluriparas). Cada tratamento teve dois blocos e
um total de oito repeticdes, sendo considerada uma repeticdo a porca e sua leitegada. As
porcas lactantes receberam dietas isonutritivas e formuladas segundo as exigéncias
nutricionais do NRC (2012) alimentadas ad libitum. A partir dos dez dias de vida, os leitbes
receberam as dietas experimentais. As dietas contendo uma mistura de OF de mamona e casca

de caju, receberam inclusao de 1,5 kg do produto comercial.
2.2.2 Eutanasia e Coleta de Amostras

Ao fim do experimento, 20 leitdes (selecionados aleatoriamente dos tratamentos e do
grupo controle) foram eutanasiados utilizando anestesia com 40mg/kg de ketamina associada
a 20mg/kg de xilazina, via intramuscular e, apés atingimento de anestesia profunda, aplicacao
de 10mL de cloreto de potassio 20% via intravenosa. Para as analises histoldgicas e
imunohistoquimica, de cada animal foi coletado um segmento do duodeno (Hu et al, 2013).
As amostras de duodeno foram cuidadosamente lavadas em solucdo fisiologica, abertas, com
auxilio de tesoura cirurgica, ao longo do seu eixo longitudinal, tendo suas bordas fixadas em

placas de isopor. As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido tamponado a 10%
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durante 24 horas e, em seguida, embebidas em alcool 70% até o seu processamento
histoldgico.

2.2.3 Analises Histologicas e Imunohistoquimica

Para avaliar a morfologia intestinal, morfometria das vilosidades e criptas e realizar a
contagem de células caliciformes e das células em proliferacdo no epitélio do duodeno, as
amostras embebidas em alcool 70% foram desidratadas em solu¢bes de alcoois de
concentracdes crescentes, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. Os blocos de
parafina foram seccionados em microtomo automatico (Leica RM 2145) para obtencdo de
cortes longitudinais (5 pum) que foram submetidos a colora¢do hematoxilina e eosina (HE) ou
a reacdo imunohistoquimica.

As imagens dos cortes histologicos corados em HE ou submetidos a reagdo
imunohistoquimica foram obtidas em microscopio oOptico (Olympus BX 50), acoplado a
camera de alta resolucdo (Olympus PMC 35 B), utilizando as objetivas de 20X e 40X,
respectivamente.

Nos cortes histologicos corados em HE foram determinadas, na mucosa duodenal, a
altura e largura das vilosidades (um), a profundidade das criptas (um), a relacdo altura de
vilos/profundidade das criptas, area absortiva (um?), densidade de vilos (um?) e contagem de
células caliciformes (nimero de células por mm?). Foram avaliadas todas as vilosidades
integras, criptas em corte longitudinal e realizada a contagem de todas as células caliciformes,
por imagem, totalizando uma media de 18 campos por animal e 4 animais por tratamento,
com auxilio do programa Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics).

As medidas das vilosidades foram tomadas a partir da regido basal que coincide com a
porcao superior das criptas percorrendo-a longitudinalmente até seu apice. As criptas foram
medidas da sua base até a regido de transicdo cripta/vilosidade. Na analise morfométrica, em
cada lamina foi realizada a média e o desvio padrdo da altura (um) das vilosidades e
profundidade (um) das criptas correspondentes. A medida da densidade dos vilos (um?) foi
realizada com base na raz&o entre o numero de vilosidades integras e a &rea total do campo
observado. A area absortiva foi determinada a partir da seguinte equacdo: Altura de vilo x
Largura de vilo. A densidade de vilos por &rea foi calculada através da multiplicacdo de uma
area total de 3.500 x 3.500 um2 pelo total de vilos contados em 3.500 um2, sendo assim, foi
determinado o total de vilos numa area de 12.500 um2, sendo o total de vilos corrigidos para
area de 10.000 um. As estimativas de area absortiva e densidade de vilos seguiram as

proposicgdes de Silva (2016).



40

Para avaliar as células em proliferacéo no epitélio intestinal, cortes histolégicos foram
submetidos a reacdo imunohistoquimica para 0 PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo
celular), utilizando-se os reagentes do kit Histostain®-Plus Kits Invitrogen® 2nd Generation
LAB-SA Detection System (Invitrogen). Os cortes histologicos foram desparafinizados em
xilol, hidratados em séries decrescentes de alcool e submetidos a recuperacdo antigénica em
tampado citrato (L0mM, pH 6,0) a 95°C durante 20 minutos, seguida de duas lavagens em agua
destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugdo de peroxido de
hidrogénio 30% em metanol (1:9 v/v) por 20 minutos, seguido de trés lavagens de PBS
(Tampao fosfato salina 0,05 M, pH 7,4) por cinco minutos.

Os cortes foram incubados em solucdo de bloqueio (solucdo A), disponivel no kit, por
30 minutos, seguida da incubagdo com o anticorpo primario anti-PCNA a 1:500 em overnight
a 4 °C e lavagem em PBS por quatro vezes de cinco minutos cada. Apos as lavagens, as
laminas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado (reagente B), disponivel no Kit,
por 30 minutos, seguida de lavagem em PBS por quatro vezes de cinco minutos.

As laminas foram incubadas com o reagente C do kit, contendo a enzima conjugada,
por 10 minutos, seguida de lavagem em PBS por duas vezes de cinco minutos. Para visualizar
0s nucleos marcados, os cortes foram incubados com solugdo contendo o cromégeno DAB (3-
3’ diaminobenzina tetrahydrochloride) de cinco a dez minutos, seguida de trés lavagens de
um minuto em agua destilada e montagem em Permount. Para confirmar a especificidade da
marcacdo de cada proteina, foi utilizado um controle negativo da reacdo, substituindo-se o
anticorpo primario por solucdo de PBS.

Para cada reacdo, foi realizada a contagem dos nucleos PCNA-positivos, utilizando-se
uma média de 24 campos escolhidos aleatoriamente na lamina histolégica de cada animal, no
aumento de 40X, sendo que foram avaliados 3 animais em cada tratamento. Para essa
contagem, foi utilizado um sistema de analise de imagens (Image Pro-Plus versdo 4.5). Os
resultados foram expressos como nimero de células em proliferagdo marcadas por mm?. O
processamento histologico das amostras e as analises microscopicas foram realizadas em
parceria com o Laboratorio de Histologia do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas da
Universidade Estadual de Maringa (UEM).

2.2.4 Andlises Estatisticas

Os dados observados foram submetidos a analise de varidncia por meio do
procedimento GLM (General Linear Model) no programa estatistico Minitab 19 (Minitab Inc.,

State College, USA). As eventuais diferencas entre as médias entre os tratamentos foram
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comparadas pelo Teste de Tukey (P < 0,05). A normalidade dos erros foi testada pelo teste de
Anderson-Darling.

2.3 RESULTADOS

A analise morfologica dos cortes histologicos de duodeno de leitbes mostrou
preservacdo da organizacdo das tdnicas mucosa, submucosa, muscular externa e adventicia,
independentemente do tratamento (Figura 4A). Na mucosa intestinal, foram observadas
vilosidades integras, de aspecto digitiforme, revestidas pelo epitélio simples cilindrico com
células caliciformes. Na lamina propria das vilosidades, o tecido conjuntivo frouxo mostrou
células de defesa, como linfdcitos, plasmaocitos e neutrofilos, vasos sanguineos e vasos
linfaticos, além de células musculares lisas. Ainda na lamina prépria, evidenciaram-se as
criptas intestinais de formato tubular quando seccionadas longitudinalmente. A regido inferior
da mucosa mostrou-se delimitada pela muscular da mucosa, constituida por tecido muscular
liso disposto em algumas poucas camadas (Figura 4B).

No tratamento NC, a lamina propria das vilosidades frequentemente apresentou vasos
sanguineos congestos contendo heméacias no seu interior. Esses vasos também foram
observados na lamina prépria ao redor das criptas (Figura 4C e D). A observacdo desses vasos
foi menos frequente nos tratamentos FOPig, FOSow e FoAll. No tratamento ANTPig, a
hiperemia foi rara.

A submucosa duodenal, constituida por tecido conjuntivo moderadamente denso nao-
modelado, apresentou glandulas tibulo-acinosas mucosas. Nessa tdnica, foram observados o
plexo submucoso e grandes vasos sanguineos e linfaticos, independente do tratamento.

A muscular externa, composta por tecido muscular liso, apresentou duas subcamadas,
a circular interna e a longitudinal externa, entre as quais foram observados ganglios do plexo
mioentérico. Externamente a muscula externa, foi evidenciada uma adventicia constituida por

tecido conjuntivo frouxo.
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Figura 4: Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos, corados com hematoxilina e eosina, do
duodeno de leitdes alimentados com dietas contendo dleos funcionais. A. Parede do duodeno com suas
tinicas mucosa (m), submucosa (sm), muscular externa (me) e adventicia (adv). A projecdo formada
pela mucosa e submucosa constitui uma prega. Barra: 500 um. B. Detalhe de parte mucosa duodenal
ilustrando uma vilosidade (v), projecdo da lamina prépria (Lp) e do epitélio de revestimento (Ep). Esse
epitélio evidencia enterdcitos e células caliciformes (CC). Cr: criptas; mm: muscular da mucosa; Sm:
submucosa; Me: muscular externa. Barra: 100 um. C. Parte da parede do duodeno de leitdo do
tratamento NC. Observam-se vasos sanguineos congestos na lamina prépria das vilosidades (v) e ao
redor das criptas (cr). Sm: submucosa. Barra: 100 pm. D. Detalhe de uma vilosidade do duodeno de
leitdo do tratamento NC. Vasos congestos (vc) na lamina prépria (Lp). Ep: epitélio de resvestimento;
cml: células musculares lisas. Barra: 50 pum.

]
@

Fonte: O autor.

Os resultados referentes a analise morfométrica dos cortes histolégicos do duodeno de
leitbes estdo representados na Tabela 1. A maior altura das vilosidades foi observada no
duodeno de leitbes que receberam dietas ANTPIG seguidos de leitdes FOAII. Leitbes NC,
FOPig e FOSow apresentaram alturas de vilosidades semelhantes. Ja a largura das vilosidades
foi maior nos leitdes FOAIl em relacdo ao tratamento ANTPig. Os leitdes ANTPig
apresentaram maior profundidade de criptas em relacdo aos demais tratamentos. A relacdo
entre a altura das vilosidades e profundidade das criptas (AV:PC) ndo mostrou diferenca entre
os tratamentos. Ja a area absortiva foi semelhante nos leitbes ANTPig e FOAII, porém
maiores que os demais tratamentos. A densidade de vilosidades foi inferior no duodeno de

leitbes que ndo receberam antibidticos e nem o6leos funcionais (NC). J& 0 numero de células
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caliciformes foi superior em leitdes NC, FOPig e FOSow em relagéo a leitdes do grupo FOAII
e ANTPig.
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Tabela 1: Parametros morfométricos avaliados no duodeno de leites lactentes alimentados com dietas contendo 6leos funcionais. Altura de vilosidades (A vil, pm), largura
de vilosidade (L vil, um), profundidade de criptas (P crip, um), relagdo altura de vilos: profundidade de cripta (AV:PC), area absortiva (AA um?), densidade de vilos
(DV, um?) e contagem de células caliciformes (CC, pm?).

Variaveis
Tratamentos N Avil, um L vil, um P crip, um AV:PC AA, pm? DV, um? CC, um?
NC 250 243,9 + 4,82 108,6 + 1,87 160,5 £ 2,17°¢ 1,60+0,04 26.622 £ 730° 30,93 + 1,06° 902
FOPig 253 227,8 + 4,85°¢ 101,3 +1,56° 147,3 £1,89°¢ 1,61+0,04 23.008 +585° 35,62 +1,21%® 892
FOSow 115 229,7 = 7,60° 106,6 + 2,65 158,2 + 2,84° 1,50+ 0,06 23531+ 776" 31,20 £ 1,67%® 882
FOAII 289 260,7 +6,32° 114,3+£1,332 172,9 +2,15° 1,57 +0,04 29.588 + 7822 37,181,312 76°
ANTPIg 206 286,8 + 7,192 108,0 + 3,45° 207,0 £ 4,212 1,50+ 0,05 30.561+ 9822 36,23 + 1,46%® 75°
dpr? 91,1 25,9 39,0 0,659 11.700 19,3 24
p2 ok ok Hoxx ns woxx * woxx

N, tamanho da amostra; +erro padrdo da média, ‘Dpr, desvio padrio residual; 2Probabilidade: * (P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001); N (P>0,05); ®° Letras diferentes
na mesma coluna diferem pelo Teste de Tukey a 5% de significancia. NC: controle negativo, dieta comercial sem antibiotico para leitdes e porcas; FOPig: dieta com
o6leos funcionais (FO) para leitdes; FOSow: dieta com FO para porcas; FOAII: dietas FO para porcas e leitdes; ANTPIG: dieta com antibidtico para leitdes.
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A analise de correlacdo entre as variaveis morfométricas do duodeno dos leitdes esta
ilustrada na Tabela 2. A relagdo AV:PC possui alta correlagdo com a altura dos vilos (0,816;
P<0,001), e mediana com a profundidade de criptas (0,466; P<0,001). Estas relacdes sao
verificadas na Tabela 2, onde identificamos através da correlacdo de Pearson o
comportamento geral das amostras (1192 amostras). A alta correcdo entre relacdo AV:PC e as
variaveis altura de vilosidades e profundidade de criptas ocorre devido ao uso das mesmas
como base do célculo. A densidade de vilos apresenta correlacdo positiva com a profundidade
das criptas (0,146; P<0,001). Esta relacdo estd associada ao processo de crescimento das
vilosidades na base das criptas, assim como as células caliciformes possuem correlacdo
negativa com a altura dos vilos (-0,257; P<0,001). A densidade de vilos e o nimero de células
caliciformes possuem correlacdo moderada estando relacionadas a contagem das células
caliciformes dentro das vilosidades. O efeito dos 6leos funcionais ndo pode ser quantificado
dentro do estudo de correlacdes devido ao carater qualitativo e de comparagdo entre 0s grupos
avaliados.

Tabela 2: Estudo de correlagdes entre variaveis de morfometria do duodeno de leitdes lactentes alimentados com
dietas contendo 6leos funcionais

Avil, um L vil, pm Pcrip,um  AV:PC AA, um? DV, um?

Avil, pm

L vil, um -0,039™

P crip, um 0,056* -0,004"

AV:PC 0,816*** -0,044" -0,466***

AA, um? 0,815*** 0,512%** 0,039™ 0,661***

DV, um? -0,064* -0,138***  0,146*** -0,118** -0,139**

CC, um? -0,257** 0,150 -0,104" -0,141™ -0,102" 0,415*

Altura de vilosidades (A vil, um), largura de vilosidades (L vil, um), profundidade de criptas (P crip,
um), relacdo altura de vilos: profundidade de cripta (AV:PC), area absortiva (AA um?), densidade de
vilos (DV, um?), contagem de células caliciformes (CC, um?). Correlagio de Pearson, Probabilidade: *
(P<0,05); **(P<0,01); ***(P<0,001); ™ (P>0,05).
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Figura 5: Equac0es de regressao entre a area absortiva (AA pm2), altura de vilosidades (A vilos, um) e largura
de vilosidades (L vil, pm) do duodeno de leitdes lactentes alimentados com dietas contendo 6leos

funcionais.
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Figura 6: EquacOes de regressdo entre a area absortiva (AA um2) e altura de vilosidades (A vilos, um) com a
relacdo entre altura de vilosidades e profundidade de criptas (AV:PC) do duodeno de leitdes lactentes
alimentados com dietas contendo 6leos funcionais.
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A reacdo imunohistoquimica para o antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA) permitiu

identificar células em proliferacdo nas criptas do duodeno em todos tratamentos. Em todos
esses locais, a marcacdo foi localizada especificamente no nucleo (Figura 7). A contagem das
células-tronco em divisdo, localizadas nas criptas intestinais (Figura 8A e B), indicou que 0s
grupos FOSow e FOAII obtiveram os maiores indices de células em proliferagdo por pm?2 no
duodeno de leitdes lactentes. O numero de células em proliferacdo por um?2 no duodeno de
leitbes lactentes alimentados com dietas contendo Oleos funcionais (Figura 8A) seguiu as

mesmas médias de desvio padrao da contagem de células tronco em divisdo (Figura 8B).
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Figura 7: Fotomicrografia de cortes histologicos da mucosa do duodeno de leitdo lactente alimentado com dieta
contendo o6leos funcionais. A. Corte histologico foi submetido a reagdo imunohistoquimica para
deteccdo do antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA) para evidenciar células em proliferacdo (setas)
nas criptas intestinais. Barra: 50 um. B. Controle negativo da reacdo evidenciando a auséncia de
marcac0es inespecificas. Barra: 50 pum.

A o P

-

Fonte: O autor.

Figura 8: Proliferacdo celular avaliada pela contagem de células em proliferacdo (A) e células em proliferagdo
por um2 (B) nas criptas da mucosa do duodeno de leitGes lactentes alimentados com dietas contendo
6leos funcionais. Barras representam média e desvio padréo (passaram pelo teste de de normalidade de
Anderson Darling). ¢ Letras diferentes no mesmo grafico diferem pelo Teste de Tukey a 5% de

significancia.
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2.4 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da suplementacdo de FO sobre o desenvolvimento
do duodeno de leitbes lactentes, com o objetivo de proporcionar uma alternativa aos
antibidticos promotores de crescimento na suinocultura e possibilitar uma melhoria da
qualidade intestinal para o0 melhor enfrentamento dos desafios que os leitdes estardo expostos
na fase posterior ao desmame.

A morfologia da parede do duodeno manteve-se preservada em todos os tratamentos.
No entanto, nos leitbes que nao receberam Oleos funcionais (tratamento NC) foram
observados, com frequéncia, vasos sanguineos congestos na lamina propria das vilosidades.
Esse achado sugere a possibilidade do estabelecimento de um estado inflamatdrio na mucosa,
ja que foi observada, de forma qualitativa, uma alta densidade de células de defesa,
principalmente plasmacitos. A presenca desses vasos foi muito menos frequente nos demais
tratamentos, principalmente no FOAIl e ANTPig. Esse achado sugere um papel protetor do
FO, consumido no leite e na racéo pelos leitdes, sobre a morfologia intestinal.

Mass (2019) mostrou que os mesmos FO desse estudo atuam sobre a microbiota
intestinal, aumentando a diversidade de bactérias que colonizam o trato gastrintestinal em
leitbes lactentes. Entretanto, leitdes ANTPig apresentaram menor diversidade com maior
populacdo de bactérias do género Lactobacillus que permitem um ambiente favoravel para o
trofismo epitelial. Dessa forma, a morfologia semelhante da mucosa intestinal de leitGes
FOAII e ANTPig indica que tanto 6leos funcionais e os antimicrobianos (Sulfametoxazol e
Trimetroprim) podem evitar o desenvolvimento de bactérias enteropatogénicas.

O intestino delgado se caracteriza por ser o principal érgdo de absorcdo e transporte de
nutrientes para os leitdes e uma mucosa intestinal saudavel é importante para garantir a
funcdo normal de digestdo, sendo a absorcdo de nutrientes dependente das vilosidades do
intestino delgado (ZHAXI et al., 2020)

No nosso estudo, leitdes que receberam dietas ANTPig, seguidos de leitdes FOAII,
apresentaram uma maior altura de vilosidades no duodeno, evidenciando que o uso de FO na
racdo de porcas durante o periodo que antecede o parto (seis dias nesse experimento) e
manutencdo da sua administracdo via ragdo durante o periodo de lactagdo (nesse estudo, 0s
leitdes também tiveram acesso a racdo com FO a partir de 10 dias de vida), induziu ao melhor
desenvolvimento das vilosidades intestinais. Resultados semelhantes foram demonstrados por
Hu et al. (2017) que observaram um aumento semelhante no comprimento das vilosidades no

duodeno de leitdes alimentados com FO e tratados com antibiético.
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Em estudo realizado por Long et al. (2019), a altura das vilosidades intestinais de
leitdes alimentados com fitoterapicos foi numericamente maior em aproximadamente 11% no
duodeno, em relacdo ao grupo controle, e os resultados foram semelhantes aos alcangados
pelo grupo tratado com antibidtico clortetraciclina. O aumento na altura das vilosidades
repercute em uma melhora na digestibilidade dos nutrientes (LONG et al., 2019) e colabora
para que o intestino tenha uma maior area de absorcdo, fato que pode auxiliar na reducdo dos
impactos gerados com o desmame.

Corroborando com esses resultados, o duodeno dos leitdes dos tratamentos FOAII e
ANTPig mostrou maior area absortiva em relacdo aos demais grupos. Além disso, essa area
absortiva apresentou forte correlagdo com a altura das vilosidades. O intestino de leitdes
neonatais também é considerado anatbmica e funcionalmente imaturo e é hipersensivel ao
desmame (WANG et al., 2016). Essa area de absorcdo aumenta cerca de 50% no primeiro dia
pos-natal e 100% durante os primeiros 10 dias apds o nascimento (MARION; DIVIDICH,
2003). Uma grande area de superficie luminal com maturidade funcional de enterdcitos ideal
é importante para leitdes para que eles possam atingir sua capacidade digestiva e de absorcao
méaxima (WANG et al., 2016).

Considerando a largura das vilosidades, os leitdes do tratamento FOAII apresentaram
maiores valores em comparagdo com o ANTPig e valores semelhantes em relagdo aos demais
tratamentos. Embora o aumento da largura das vilosidades possa sugerir formacao de edema e
aumento na quantidade de células de defesa em resposta a diversas infecgdes (TREVIZAN et
al.,, 2016), o duodeno dos leitbes do tratamento FOAIl ndo mostrou alteracdes
histopatoldgicas. Em estudo recente, Su et al. (2020) observaram que ao utilizar uma mistura
de FO de timol e cinamaldeido, as medidas de largura das vilosidades do duodeno ndo
apresentaram diferencas em relacdo ao grupo controle. Adicionalmente, probiéticos utilizados
na alimentacdo de leitbes mostraram que, nos grupos em que as vilosidades eram mais largas
e mais longas, as microvilosidades estavam intactas e com borda estriada bem formada,
resultando em uma melhor satde desses animais (ZHAXI et al., 2020).

O duodeno dos leitbes do tratamento ANTPig apresentou maior profundidade das
criptas em relagdo ao do grupo FOAIl e ambos foram maiores que os demais tratamentos. Hu
et al. (2017) também demonstraram que, nos animais tratados com fitoesterois e no grupo
controle, a profundidade das criptas foi semelhante, enquanto que os animais tratados com o
antibidtico colistina apresentaram maiores valores de profundidade das criptas. Resultados
semelhantes foram observados por Long et al., (2019) em que o tratamento com FO diminuiu

a profundidade de criptas, comparavel com os resultados alcancados com o tratamento
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antibiotico clortetraciclina. Esses resultados sugerem que a diminuicdo no ndmero de
bactérias patogénicas no intestino, pela utilizacdo de antibidticos, pode melhorar a
proliferacdo das células epiteliais para a producdo de vilosidades, com melhora na saude
intestinal (MOURAO et al., 2005).

Na avaliagdo da relacéo entre a altura das vilosidades e a profundidade das criptas, ndo
foi observada diferenca entre os tratamentos. Esse parametro é um indicativo da integridade
do epitélio devido ao equilibrio entre os processos de divisdes mitoticas, migracdo e extrusao
das células, que determinam a capacidade digestiva e absortiva desse tecido (OLIVEIRA et
al., 2017; PLUSKE; HAMPSON; WILLIAMS, 1997). Nossos resultados sugerem que 0
epitélio intestinal do duodeno dos leitdes manteve-se integro, independentemente do tipo de
tratamento, o que condiz com o observado na anélise dos cortes histologicos que mostraram
vilosidades com morfologia preservada.

Considerando a densidade dos vilos por um?2 de area do duodeno, o tratamento FOAII
mostrou 0s maiores valores em relacdo ao tratamento NC, considerando que foram analisadas
somente vilosidades inteiras orientadas longitudinalmente. A integridade dos epitélios da
mucosa intestinal esta intimamente relacionada a funcdo de barreira mecanica que protege
contra a invasdo e infeccdo por microrganismos patogénicos (ZHAXI et al., 2020). FOs
possuem caracteristicas miorrelaxantes e antiespasmaédicos e sdo capazes de estimular o
transito intestinal, possivelmente devido a diminuicdo da resisténcia luminal a propulsdo da
digesta intestinal (MAGALHAES et al., 1998). A espessura e fragilidade da parede intestinal
também esta relacionada a funcdo de barreira fisica e peristaltismo, pois quando a parede do
intestino se torna fina, 0s movimentos peristalticos diminuem e o acimulo de alimento néo
digerido causa fermentacdo anormal, retencdo de patdgenos, aumentando as chances de
infeccdo e podendo resultar em diarreia (BAUER et al., 2006).

O epitélio intestinal é recoberto, principalmente, por uma camada de muco constituido
por glicoproteinas mucinas que sao sintetizadas e secretadas pelas células caliciformes. Dessa
forma, essas células desempenham uma importante funcéo protetora no intestino, pois 0 muco
é considerado a primeira linha de defesa de inata contra lesbes epiteliais induzidas por
patégenos (DKHIL; DELIC; AL-QURAISHY, 2013).

Nesse estudo, o duodeno dos leitdes dos tratamentos ANTPig e FOAIl mostrou um
menor numero de células caliciformes por umz2. Resultados semelhantes foram observados por
Zeinali et al. (2017) que demonstraram, no intestino de frangos, um menor nimero de células
caliciformes nos tratamentos com FO, em compara¢do com o tratamento controle. Muitos

estudos tém demonstrado a influéncia positiva de extratos de plantas medicinais sobre a
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morfologia intestinal, inclusive sobre a densidade e tamanho de células caliciformes, afetando
a sintese e secre¢do de mucina. Nesse sentido, os FO da dieta podem ajudar a compensar uma
diminuicdo da secrecdo de mucina (ZEINALI et al., 2017).

A analise imunohistoquimica dos cortes de duodeno dos leitdes lactentes mostrou que
0s grupos FOSow e FOAII apresentaram as maiores quantidades de células em proliferacéo
por um?2. Esses resultados sugerem a influéncia dos FO de mamona e casca de caju sobre a
proliferacdo celular nas criptas do duodeno quando administrados via racdo, a partir dos 10
dias de vida, e pelo leite materno, ja que as porcas receberam as dietas 6 dias antes do parto.

N&o foram conduzidos estudos sobre o uso de FO e seus efeitos sobre a proliferacéo
celular nas criptas do duodeno de leitdes lactentes, isso torna a nossa pesquisa inédita e
contribui para que os resultados observados sejam utilizados para embasamento e comparacao
em estudos posteriores.

A maioria dos estudos sobre a proliferacdo celular intestinal avaliam o periodo pds-
desmame. O indice de marcacao de células PCNA positivas no jejuno aumenta gradualmente
em associacdo com a maturacdo da mucosa de 1 a 21 dias em leitdes lactentes, e apresenta
reducdo acentuada nesse percentual trés dias apdés o desmame (WANG et al., 2016). A
renovacao das células epiteliais intestinais € um processo altamente coordenado, sendo que a
maioria € eliminada no Iumen intestinal a cada 3 a 5 dias por apoptose. A réapida proliferacdo
de células perto da base da cripta tem um papel fundamental em repor essas células perdidas e
apoiar o crescimento intestinal, sua manutencédo e recuperacdo de danos gerados nos tecidos
do intestino (VAN DER FLIER; CLEVERS, 2008).

E bem estabelecido que as mudangas no ambiente em que os leitdes estdo expostos,
durante esse periodo, torna-os mais suscetiveis a doengas que comumente causam diarreia
severa. Antibidticos sdo comumente usados para controlar a diarreia apds desmame. No
entanto, alternativas naturais a esses medicamentos tém sido utilizados para melhorar a saude
animal e o desempenho produtivo (ZHAXI et al., 2020). O estudo de Long et al. (2019)
mostrou que leitdes alimentados com dietas contendo FO ou que receberam antibidtico
apresentaram uma reducdo significativa nas taxas de diarreia logo ap6s o desmame,
possivelmente devido ao menor contetdo de E. coli nas fezes; sabe-se que a diarreia causada
por E. coli € um grande desafio para leitbes pos-desmame.

Embora o periodo pos-desmame ndo tenha sido avaliado nesse estudo, nossos
resultados mostraram que a ingestéo de FO tanto na ragdo quanto no leite materno (tratamento
FOAII) pode ser uma alternativa ao uso de antibidticos apdés o desmame. Esses FO

promoveram alteracfes benéficas semelhantes na mucosa intestinal, conforme observado no
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tratamento ANTPig, como aumento na altura das vilosidades, maior profundidade das criptas,
maior area absortiva, maior densidade das vilosidades e menor nimero de células calififormes
quando comparados aos leitdes NC, FOPig e FOSow. Outros beneficios na utilizacdo de FO
nas dietas, considerando o periodo ap6s o desmame, tem sido descritos na literatura, como
melhora no desempenho de crescimento (SU et al., 2020) e acdo antioxidante (WU et al.,
2019; XIE et al., 2016).

2.5 CONCLUSAO

Os oleos funcionais de mamona e casca de caju, quando administrados via racdo para
porcas e leitbes demonstraram ser uma alternativa na substituicdo ao uso de antibi6ticos como
promotores de crescimento para leitdes lactentes, pois apresentaram resultados semelhantes ao
grupo tratado com antibiotico sulfametoxazol e trimetoprim em relacdo a melhoria de altura
de vilosidades, profundidade de criptas, area absortiva e densidade de vilos.

Os grupos que as porcas receberam dietas contendo 6leos funcionais apresentaram os
maiores indices de células em proliferacdo nas criptas duodenais dos leitdes lactentes, tanto
para 0 grupo que porcas e leitbes receberam dietas contendo 6leos funcionais quanto para o

grupo que somente as porcas receberam éleos funcionais.
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