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RESUMO

Efeito de mananoligossacarideos sobre parametros zootécnicos e
histomorfométricos duodenais de ratos Wistar

Alimentos funcionais ou nutracéuticos sao definidos como aqueles que em virtude de
componentes fisiologicamente ativos, promovem beneficios para a saude. Dentre
esses alimentos encontram-se 0s prebidticos. Os prebidticos sdo definidos como
compostos alimentares nao digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro por
estimularem seletivamente a proliferacdo e/ou atividade de populacdes de bactérias
desejaveis no colon, inibindo a multiplicacdo de patdgenos e garantindo beneficios a
saude do hospedeiro. Atualmente, estes compostos vém sendo utilizados como
alternativa aos promotores de crescimento com o objetivo de manter o equilibrio
benéfico da microbiota intestinal, especialmente em animais jovens ou em iminente
condicdo de estresse. O objetivo do projeto de pesquisa foi avaliar a utilizacdo de
trés diferentes tipos de prebiéticos, Bio-Mos™, Actigen™ e Immunowall™, a base de
mananoligossacarideos, que sao comercializados no mercado, sobre os parametros
de consumo acumulado de racgéo, percentual de ganho de peso, indice converséo
alimentar, coeficiente de eficiéncia alimenta, altura e é&rea das vilosidades,
profundidade das criptas e contagem de células caliciformes duodenais de ratos
albinos (Rattus novergicus) linhagem Wistar. O estudo foi realizado para comparar
qual produto apresenta maiores beneficios sobre 0 organismo animal.

Palavras chave: Alimentos funcionais. Prebidticos. Desempenho animal.
Vilosidades intestinais.



ABSTRACT

Effect of mannan-oligosaccharides on zootechnical and duodenal
histomorphometric parameters in Wistar rats

Functional and nutraceuticals foods are defined as those which by virtue of
physiologically active components, promote health benefits. Among these foods are
prebiotics. Prebiotics are defined as non-digestible food compounds that beneficially
affect the host by selectively stimulating the growth and/or activity of populations of
desirable bacteria in the colon, inhibiting the multiplication of pathogens and ensuring
benefits to host health. Currently, these compounds have been used as an
alternative to growth promoters in order to maintain the beneficial balance of
intestinal microbiota, especially in young animals or in imminent stress condition. The
objective of the research project was to evaluate the use of three different types of
prebiotics, Bio-Mos™, Actigen™ e Immunowall™, based MOS, which are sold in the
market, on cumulative feed intake, percentage of weight gain, feed conversion ratio,
feed efficiency, villus height and area, crypt depth, and goblet cell counting of albino
rats (Rattus norvegicus) Wistar. The study was conducted to compare the product
which has greater benefits to the animal organism.

Key words: Functional foods. Prebiotics. Animal performance. Intestinal villus.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Apds 0 nascimento, as superficies e mucosas dos animais, que, em
condicoes fetais, sdo estéreis, rapidamente sofrem coloniza¢do por diversos micro-
organismos. Destes, alguns sdo Uteis e outros nocivos. A microbiota Gtil auxilia na
digestdo e absorcdo de nutrientes, produz vitaminas que serdo utilizadas pelo
hospedeiro e diminui, por exclusdo competitiva, a proliferacdo de agentes
patogénicos (ROY; GIBSON, 1999). A nociva pode causar inflamagdes na mucosa
intestinal, gerar metabdlitos toxicos e propiciar o aparecimento de enfermidades. Em
condicbes normais, estas populacdes encontram-se em equilibrio, no entanto, em
condicdes de estresse, as populagbes uteis diminuem e as nocivas se proliferam, o
que reflete negativamente sobre a saude e o desempenho animal (MATHEW et al.,
1993).

Segundo estudos, a microbiota intestinal inicia um importante papel na
resisténcia de doencas entéricas por infeccdo ou por colonizacdo de bactérias
patogénicas no trato gastrointestinal, por inibirem a multiplicacdo de agentes
patogénicos, trazendo beneficios adicionais a saude do hospedeiro. Podem ser
citados como exemplo quadros de diarreia que, quando estabelecido no animal, sua
principal consequéncia € a méa absorc¢ao intestinal de nutrientes, levando a queda na
taxa de crescimento (GORBACH, 2000; ASAHARA et al., 2004).

Devido a esses problemas, os antibidticos séao rotineiramente utilizados
em doses subterapéuticas para controlar agentes prejudiciais ao processo digestivo,
promovendo melhoras nos indices zootécnicos e maximizando a producao
(CONNOLLY, 2001).

No entanto, depois de muitos anos de uso como aditivo em ragdes, 0s
antibioticos passaram a ser vistos como fatores de risco para a saude humana,
sofrendo contestagBes pela possibilidade de deixar residuos nos alimentos de
origem animal, utilizados na alimentacdo humana, que podem ser 0s proprios
aditivos ou seus metabolitos e pela possibilidade de levar ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana cruzada em animais e humanos (PELICANO; SOUZA, 2003).

Baseando-se nos conceitos de seguranca alimentar, os prebidticos,
produtos alternativos aos promotores de crescimento, foram pesquisados e
desenvolvidos (MILTENBURG, 2000). O uso destes produtos visa, igualmente aos

promotores de crescimento, obterem o maximo desempenho produtivo animal, com
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o diferencial de disponibilizar ao mercado um produto final sem risco a saude
humana (SILVA; NORNBERG, 2003). Vale ressaltar também que, essas alternativas
aos antibiéticos devem ser capazes de alterar o pH intestinal, manter as mucinas
protetoras do intestino, selecionar organismos benéficos ou atuar contra patégenos,
assim como aumentar a fermentacéo acida, a absorcdo de nutrientes e a resposta
imune humoral (FERKET, 2004).

Os prebidticos sdo compostos ndo digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos micro-
organismos do trato gastrintestinal e que podem estar presentes nos ingredientes da
dieta ou adicionados a ela por fontes exdgenas. Proporcionam efeito benéfico ao
hospedeiro por estimularem seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um
limitado namero de bactérias no cdllon e por serem capazes de proporcionar um
ambiente saudavel (GIBSON; ROBERFROID, 1995; ROY; GIBSON, 1999).

Os prebioticos sao considerados ingredientes funcionais, uma vez que
exercem influéncia sobre processos fisiolégicos no organismo, resultando em
melhoria da salde e em redugdo no risco de diversas doencas (KAUR; GUPTA,
2002; PHILLIPS; OGASAWATA; USHIDA, 2008).

O consumo regular de prebidtico pode reduzir a multiplicacdo de micro-
organismos patogénicos no intestino, pois como € fermentado no intestino grosso,
ele se converte em nutrientes que serdo utilizados pelas bactérias benéficas,
proporcionando um aumento na microbiota bacteriana e garantindo beneficios
adicionais a saude do hospedeiro. Além disso, outros efeitos benéficos a saude do
hospedeiro sdo associados ao consumo de prebidticos, como por exemplo, maior
absorcdo de célcio e, possivelmente, o metabolismo lipidico e reducdo do risco de
cancer de colon (GIBSON; ROBERFROID, 1995; CHARALAMPOPOULOS;
PANDIELLA; WEBB, 2003; BIELECKA; BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002; SAAD,
2006).

Nao se sabe ao certo se a utilizacdo dos prebidticos representa uma
alternativa aos antibiéticos com relacdo ao aumento da produtividade animal. Assim,
conhecimentos que possam elucidar estes fatos, juntamente com o conhecimento
dos mecanismos de acdo dos prebibticos e seus efeitos sobre o organismo e na
prevencao de doencas sao de grande interesse da nutricdo animal para comprovar a
eficacia desses aditivos, assim como reduzir a utilizacdo de antimicrobianos

utilizados como promotores de crescimento, por estas representarem um risco para
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a saude animal e também humana. Além disso, é de extrema importancia o
conhecimento sobre qual prebidtico apresenta melhores resultados, devido a

existéncia de varios tipos que sdo comercializados no mercado.
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS

Diversos prebioticos, a base de mananoligossacarideos (MOS), séo
comercializados no mercado, ou entdo incorporados em produtos destinados a
nutricdo animal, com o propésito de aumentar a produtividade (desempenho) animal.
Esse aumento pode ser decorrente de acdes desses aditivos sobre o organismo do
hospedeiro, tais como o aumento da absorcdo intestinal de nutrientes, que pode
estar relacionada com o aumento do tamanho e da area das vilosidades intestinais,
proporcionando uma maior superficie de contato, elevando dessa forma a absorcéo
dos nutrientes; a acéo dos aditivos sobre a microbiota intestinal, ou seja, modulando
a populacédo bacteriana, aumentando o crescimento e/ou a atividade das bactérias
benéficas e diminuindo a colonizacdo das bactérias patogénicas que contenham
fimbrias tipo 1 pela capacidade de aglutinacdo ou agregagao da manose sobre esse
tipo de fimbria, prevenindo o desenvolvimento de patologias digestivas que podem
atrapalhar o desempenho animal; com o crescimento das bactérias benéficas
produtoras de acidos organicos podem ocorrer indiretamente um estimulo do
sistema imune pela producéo de substancias com propriedades imunoestimulatorias,
aumentando a producao de células imunes.

Dessa forma, o objetivo da pesquisa foi avaliar a utilizagcdo de trés
diferentes tipos de prebioticos, a base de mananoligossacarideos, e comercializados
no mercado, sobre 0s parametros zootécnicos e histomorfométricos duodenais de
ratos Wistar. O estudo foi realizado para comparar qual produto apresenta maiores

beneficios sobre o organismo animal.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Antibioticos Promotores de Crescimento

Os antimicrobianos sé@o produzidos por micro-organismos visando
garantir sua protecao, desenvolvimentos e perpetuacdo da espécie. O homem usa a
capacidade que alguns micro-organismos possuem de produzir antibioticos, com fins
terapéuticos (PALERMO, 2006). Inicialmente a utilizacdo de antimicrobianos
(antibioticos e quimioterdpicos) tinha o intuito de prevenir enfermidades, porém, com
0 passar do tempo, comecaram a ser usados também como promotores de
crescimento. Nos Estados Unidos e alguns outros paises, os antimicrobianos tém
sido usados como promotores de crescimento na producdo animal a mais de 50
anos (DIBNER; RICHARDS, 2005).

Os antibidticos sao utilizados na alimentagdo animal, em doses
subterapéuticas, para controle de infec¢des bacterianas e também como promotores
de crescimento (RUSSEL; HOULIHAN, 2003). Na nutricdo de suinos, os antibioticos
melhoram a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar, reduz a mortalidade e
morbidade e melhora os indices reprodutivos (CROMWELL, 2002). Na dieta de
frangos, os antibidticos sdo usados como promotores de crescimento, pois
promovem uma melhoria no ganho de peso e na eficiéncia alimentar (MATEQOS;
GONZALES-ALVARADO; LAZARO, 2004).

Um grande numero de substancias teve sua eficacia comprovada em
melhorar a produtividade dos animais ao longo das ultimas cinco décadas e seu uso
como aditivos de racdes é generalizado. A melhoria no desempenho dos animais é
atribuida a acdo desses produtos sobre 0s micro-organismos patogénicos da
microbiota intestinal (MENTEN, 2001).

A constante exposicdo dos animais a estes produtos pode levar a
selecdo de uma biota resistente. A partir da década de 80, pesquisadores
comegaram a notar que determinadas cepas bacterianas haviam se tornado
resistentes aos antibioticos utilizados na nutricdo animal e que o uso continuado de
antimicrobianos promotores de crescimento, servia para expandir um “pool” de
genes de resisténcia na natureza, sendo recomendada a rotacdo de produtos. A
grande preocupacado € que bactérias resistentes em animais de producdo possam

contribuir para a resisténcia aos antibioticos em humanos (SADER, 2004). A
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resisténcia se desenvolve quando uma bactéria sobrevive a exposicdo de um
antibiotico que normalmente mata a populagcéao bacteriana. Normalmente ocorre uma
mutacdo que permite a sobrevivéncia da bactéria exposta ao antibiotico (EDENS,
2003).

Por este motivo, tornou-se crescente a restricdo ou proibicdo de uso
dos antibidticos como promotores de crescimento nas racfes animais em Varios
paises do mundo, sendo que na Europa ja estdo sendo proibidos os usos deste tipo
de substancia, tais como: virgiamicina, bacitracina de zinco, espiramicina e tilosina
(BEST, 1999). Langhout (2005) relatou que a retirada gradativa dos antimicrobianos
promotores de crescimento de dietas de frangos, reduziria o desempenho técnico e
a lucratividade do setor avicola. Estas restricbes por parte dos importadores e 0s
impactos destas alteracbes no custo de producado, tem levado os nutricionistas a
pesquisar alternativas que auxiliem na melhora do desempenho dos animais, mas
gue sejam inocuos para o animal e para o homem (DIBNER; RICHARDS, 2005).

As pesquisas passaram a ter um novo enfoque visando desenvolver
alternativas, onde que os mecanismos de acado teriam que ser no sentido da néo
eliminacao de biotas e o consequente aparecimento de resisténcia, mas sim na acéo
competitiva, isto favorece a multiplicacdo de micro-organismos que produzem
substancias antimicrobianas capazes de aderir-se a mucosa intestinal a fixacao de
bactérias enteropatogénicas (AHMAD, 2006).

Com a associacdo do uso de promotores de crescimento, a inducdo de
resisténcia cruzada por bactérias patogénicas e reacdes de hipersensibilidade ou
cancer, em virtude da presenca de seus residuos na carne, tem ocorrido pressao
para o banimento desses produtos da alimentacao animal (MENTEN, 2002). A Uniao
Europeia, uma das maiores importadoras de frango brasileiro, proibiu o uso de
promotores de crescimento antimicrobianos na alimentagcédo animal a partir de janeiro
de 2006, permitindo somente a utilizacdo dos ion6foros monensina e salinomicina
como agentes anticoccidianos (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003).

No Brasil, o Ministério da Agricultura e Reforma Agraria (MARA),
proibiu 0 uso de alguns antibidticos. A Portaria n 159, MARA, 1992, vetou o uso de
antimicrobianos para agédo de aditivos sistémicos, promotores de crescimento ou
conservantes para Tetraciclinas, Penicilinas, Cloranfenicol e Sulfonamidas. No oficio
circular 19/98 de 16/11/98 o MARA, suspendeu o uso de Avoparcina e na Portaria

448 de 10/09/98 o MARA, proibiu a fabricacdo, importacdo e uso do Cloranfecinol,
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Furazolidona e Nitrofurazona. A Instrucdo Normativa n 38 de 08/05/02 do Ministério

da Agricultura estabeleceu a proibicéo de nitrofuranos na pecuaria (LODDI, 2003).

3.1.1 Mecanismos de agéao

A acdo dos antibiéticos ocorre ao nivel do limen intestinal, exercendo
ali sua funcéo primordial. Tem sido atribuido efeitos a nivel de metabolismo, tal como
ativacdo do anabolismo proteico pela tetraciclina (HASH; WISHNICK; MILLER, 1964)
e carbadox (MOSER; PEO JR.; LEWIS, 1980). Entretanto, Cromwell (1991) relatou
que 0s niveis observados no metabolismo sdo muito pequenos para exercerem
efeito significativo como promotor de crescimento. Alem disso, os efeitos
metabdlicos certamente ndo explicam a acédo dos antibidticos no intestino. Hathaway
et al. (1996) postularam que o efeito de niveis subterapéuticos de agentes
antimicrobianos agirem como promotores de crescimento se deve a um aumento na
concentracdo de somatomedina C.

Micro-organismos presentes no lumen intestinal produzem substancias
toxicas como amodnia. Estas irritam a parede intestinal, levando a um espessamento
e morfologia da mesma (PARKER; ARMSTRONG, 1987). Estas alteracdes séo
representadas por aumento nas vilosidades e em wuma maior relacdo
vilosidade:cripta, que € indicativo de baixa taxa de migracao de enterdcitos. O peso
do intestino dos animais livres de agentes patogénicos é menor do que o0s
convencionais. Os autores sugeriram que a reducado na producdo de produtos
téxicos oriundos da atividade microbiana na digesta ou da atividade microbiana na
microvilosidade poderiam reduzir lesdes aos enterécitos e assim reduzir o turnover
intestinal. Alem disso, na auséncia de agentes antimicrobianos, aproximadamente 10
e 25% do nitrogénio ndo proteico do intestino delgado e grosso consistia de amonia
oriunda da desaminacdo de aminoacidos e da degradacao da ureia (DIERICK et al.,
1986a). Tanto a desaminacdo como a descarboxilacdo foram reduzidas ao fornecer
virginamicina e espiramicina na dieta. Dierick et al. (1986a) consideraram que a
formacao de amonia e aminas foi importante tanto do ponto de vista nutricional como
toxicolégico. Ambos apresentaram efeitos deletérios no metabolismo de nutrientes e
absorcdo no intestino delgado. Esta alteracdo tecidual (proteinas integrais de
membrana), por consequéncia, reduz a absorcdo de nutrientes. A utilizacdo de

antibidticos resulta em reducdo de bactérias patogénicas, consequentemente, a
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parede intestinal torna-se mais fina, pois reduz o crescimento da parede intestinal,
reduz o turnover de enterdciots e reduz a umidade fecal, facilitando a absorcéo de
nutriente (HENDERICKX; VERVAEKE, 1981; ANADON; LARRANAGA, 1999).

Dierick et al. (1986b) demonstraram que a presenca de antibidticos
aumentou a digestibilidade ileal aparente do nitrogénio (+2,1%), lisina (+1,4%),
glicina (+4,8%), valina (+2,2%) e metionina (+3,3%). A virginamicina propiciou um
aumento de 9% na absorcdo de aminoacidos livres. A acdo benéfica destes aditivos
ocorre mais sobre enzimas localizadas nas microvilosidades do que no citosol.

A reducdo da massa intestinal em animais recebendo antibiéticos
significa maior disponibilidade de energia e nutrientes (vitaminas, acidos graxos,
glicose e minerais) para outros tecidos, resultando em melhor desempenho produtivo
(CROMWELL, 1991; ANADON; LARRANAGA, 1999).

3.2 Alimentos Funcionais

Apesar da comprovada capacidade de aumentar o desempenho de
suinos e aves, 0 uso de antimicrobianos como promotores de crescimento, vem
sendo restringido. Desde 2006, a Unido Europeia ndo importa carne de animais
tratados com antimicrobianos promotores de crescimento (COSTA; TSEM; MIYADA,
2007).

E fato notorio e crescente a restricio, em todo mundo, ao uso de
antibioticos em doses subterapéuticas como aditivos da nutricdo animal devido a
possibilidade do desenvolvimento de resisténcia bacteriana (FURLAN; MACARI,
LUQUETTI, 2004).

A demanda por alimentos seguros e a restricAio ao uso de
antimicrobianos na racdo animal, tém exigido maiores estudos sobre suplementos
alimentares, que podem ser ingredientes de origem microbiana, nutricionalmente
funcionais na prevencdo de doencas. Sabe-se que a nutricdo € uma das principais
ferramentas para suprir as necessidades organicas dos animais e proporcionar
desempenho e produtividade associados ao bom funcionamento do sistema de
defesa contra agentes patogénicos (STEFE; ALVES; RIBEIRO, 2008).

Os aditivos alimentares s&o alternativas de substituicdo aos
antibioticos, utilizados rotineiramente na dieta animal e que podem deixar residuos

na carne e nos derivados dos animais que os receberam na dieta, além de induzir o
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crescimento de populagcdes bacterianas resistentes, causando riscos significativos a
saude animal e humana (RUSSEL; HOULIHAN, 2003). Alguns aditivos s&o
constituidos de ingredientes ndo digeriveis, que afetam de maneira benéfica o
organismo, por estimularem seletivamente o crescimento e ou atividade de um ou
um numero limitado de bactérias do colon. S&o substancias que modificam a
composi¢cado da microbiota col6nica de tal forma que as bactérias com potencial de
promo¢do de saude tornam-se a maioria predominante (CAPRILES; SILVA;
FISBERG, 2005).

O papel da alimentagéo nutricionalmente equilibrada na manutencao
da saude e prevencdo de doencas tem despertado interesse pela comunidade
cientifica que produz estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de certos
alimentos na prevencéao de doencas (PADILHA; PINHEIRO, 2004).

Estes alimentos, denominados de alimentos funcionais ou
nutracéuticos, sao definidos como aqueles que em virtude de componentes
fisiologicamente ativos, promovem beneficios para a saude (CARRARA et al., 2009).

O uso destes alimentos visa, igualmente aos promotores de
crescimento, obter o maximo desempenho produtivo animal, com o diferencial de
disponibilizar ao mercado um produto final saudavel (auséncia de residuos de
antimicrobianos), sem representar riscos a saude do consumidor (SILVA;
NORNBERG, 2003), além de serem vistos como promotores de salde e também
estarem associados a reducdo do risco de doencas crbnico degenerativas e nao
transmissiveis (HAULY; FUCHS; PRUDENCIO-FERREIRA, 2005).

Entre esses alimentos, encontram-se o0s prebiéticos (STEFE et al.,
2008). Esse ingrediente auxilia na manutencéo, equilibrio e integridade da mucosa
intestinal, promovendo o crescimento da microbiota benéfica e protegendo o
organismo da microbiota patogénica (SILVA et al., 2012).

3.3 Prebidticos

Nos ultimos anos, tem sido crescente o interesse pelo uso de
prebidticos como alternativa aos tradicionais antimicrobianos, pois seu uso poderia
eliminar problemas como resisténcia bacteriana e residuos de antibiéticos nos
produtos de origem animal, alem de melhorar a imagem desses produtos perante o
mercado consumidor (ALBINO et al., 2006).
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O desenvolvimento dos prebidticos veio da descoberta dos fatores
bifidus, oligossacarideos presentes apenas no leite humano, que favorecem a
multiplicacéo de bifidobactérias de recém-nascidos amamentados ao seio (SANTOS
et al., 2006).

Em geral, os prebiodticos séo oligossacarideos nao-digestiveis (ONDs)
gue chegam intactos no intestino grosso. Nesse local, serdo fermentados pelas
bactérias, mediante producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), entre
outros compostos (DELZENNE, 2003).

Os prebidticos sdo ingredientes nao digestiveis, ndo hidrolisaveis e
nem absorvidos na porcdo superior do trato gastrointestinal e que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de bactérias desejaveis, resultando em melhor equilibrio da microbiota
intestinal, favorecendo os processos de digestdo e absor¢cdo dos nutrientes pelo
homem e pelos animais (ROY; GIBSON, 1998). Os principais prebidticos sdo a base
de oligossacarideos, podendo ser citados: mananoligossacarideos (MOS),
frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos (GOS), lactose e [-glucanos
(BERTECHINI, 2006).

Dentre as caracteristicas de um prebiético temos: resisténcia as
enzimas salivares, pancreaticas e intestinais, bem como ao acido estomacal; néo
deve sofrer hidrolise enzimatica ou absorcdo no intestino delgado; quando atingir o
célon deve ser metabolizado seletivamente por um numero limitado de bactérias
benéficas; deve ser capaz de alterar a microbiota coldnica para uma microbiota
bacteriana saudavel e ser capaz de induzir efeito fisiologico que seja importante para
a saude (SANTOS et al., 2006).

Segundo Roberfroid e Slavin (2000), a resisténcia a digestao no trato
gastrintestinal superior e a fermentacdo no intestino grosso é um dos principais
critérios para escolha dos oligossacarideos como prebioticos.

Os prebidticos tém merecido especial aten¢gdo como uma alternativa ao
uso dos tradicionais antibiéticos (CONNOLLY, 2001) e sédo substancias utilizadas
nas dietas com a finalidade de modificar beneficamente as caracteristicas quimicas,
fisicas, microbiolégicas e sensoriais e melhorarem o desempenho dos animais
(BERTECHINI, 2008).
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Segundo Silva e Nornberg (2003), os prebiodticos interferem nas
caracteristicas anatémicas do trato gastrintestinal, pois promovem o aumento da
superficie de absorcdo da mucosa intestinal, e no sistema imune e, em alguns

casos, melhora o desempenho animal.

3.3.1 Mananoligossacarideos (MOS)

O MOS é um dos prebidticos (oligossacarideos) mais pesquisados e é
derivado da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. A parede celular
€ separada do conteudo intracelular e o liguido contendo o MOS € evaporado a
baixa temperatura (spray dry) para evitar a destruicdo da parte funcional na molécula
de MOS. A parede celular da levedura é formada por glucanos e mananos, em
proporcdes similares e pode conter proteinas, enquanto a quitina esta presente em
pequena quantidade. A estrutura da parede celular da levedura é resistente a
degradacdo das enzimas e bactérias do aparelho digestivo (SPRING et al., 2000).

O MOS age como protetor do mecanismo de defesa dos vertebrados
em geral. Estudos demonstram que a manose, quando adicionada a dieta, reduz a
colonizacéo de bactérias patogénicas no organismo do animal (LIMA, 2008).

Sua acado se explica pela interferéncia com a aderéncia de bactérias
Gram-negativas que utilizam lectinas, presentes nas fimbrias aderentes a manose
(fendbmeno de adsorcdo) (FERNANDES; MALAGUIDO; SILVA, 2003). Em vez de
aderir aos receptores presentes nas células do trato gastrintestinal, as bactérias
aderem aos receptores do MOS presentes no conteddo intestinal e sdo eliminadas
pelo peristaltismo. Atualmente, sabe-se que alguns mananoligossacarideos
possuem a capacidade de adsorver bactérias patogénicas ou oportunistas que
residem no trato gastrintestinal, modificando sua constituicdo bacteriologica. Este
processo de adsorcao é observado entre bactérias portadoras de fimbrias do tipo | e
0 MOS, possivelmente devido a capacidade de ligagéo destas fimbrias a D-manose,
constituinte do MOS (FIRON; OFEK; SHARON, 1982; SPRING et al., 2000).

J& foram descritas varias cepas de E. coli e Salmonella que possuem
este tipo de fimbria e que, por sua vez, podem adsorver ao MOS (FINUCANE et al.,
1999). Assim, a capacidade de prejudicar a aderéncia bacteriana pode representar
uma estratégia para combater a infeccdo bacteriana devido a sua importancia no
inicio do processo infeccioso (CEGELSKI et al., 2008).
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Os mananoligossacarideos exercem efeito significativo de promocao
de crescimento pelo aumento da resisténcia a patégenos entéricos, por melhorarem
a disponibilidade da energia dietética, gracas a reducado da competicdo microbiota-
hospedeiro por amido e acucares e por diminuir o pH intestinal, que suprime a
proliferacdo de bactérias putrefativas que excretam aménia como subprodutos da
fermentacdo (FERKET, 2004). Além disso, os MOS modulam a motilidade
gastrintestinal, reduzem a diarreia (absor¢cdo de agua aumentada), promovem o
desenvolvimento da mucosa do ileo e do célon, proporcionam energia a mucosa
intestinal, aumentam a protecédo contra infecgbes (funcdo de barreira, imunidade)
entre outros (BORGES; NUNES, 2003).

Diversas evidéncias indicam que a adicdo de prebidticos de manose as
dietas de animais pode estimular a funcdo de defesa imunologica (DAWSON;
PIRVULESCU, 1999). Estes compostos ligariam a sitios receptores dos macrofagos
pelo reconhecimento de determinados agucares, presentes nas glicoproteinas da
superficie epitelial, desencadeando uma reacdo em cascata que resultaria na
ativacdo dos macréfagos e liberacdo de citocinas, a proliferacdo de células
mononucleares, a fagocitose e a inducdo na sintese de grandes quantidades de
imunoglobulinas, em especial a IgA (BRANDTZAEG, 1998; MACFARLANE;
CUMMINGS, 1999).

O MOS atua beneficamente modulando a resposta imune dos animais
através da apresentacdo de patdégenos as placas de Payer. Os patdgenos e as
toxinas ligados ao MOS formam um grande novelo que é facilmente identificado pelo
sistema imune. Estudos mostram uma maior producdo de imunoglobulina A (IgA)

sérica em caes e maior atividade neutrofilica (LAUE; TUCKER, 2006).

3.3.2 Mecanismos de acao

S&o relatadas trés respostas distintas quanto ao uso de prebidticos na
alimentacdo animal; a primeira refere-se a modulacéo benéfica da microbiota nativa
presente no hospedeiro; a segunda é a possivel acdo melhoradora sobre o sistema
imune e sobre certos aspectos anatémicos do sistema digestorio; e a terceira € a
consequéncia direta dessas duas primeiras e demonstra a influéncia do uso destes
compostos sobre o desempenho animal (SILVA; NORNBERG, 2003).
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O principal mecanismo de agéo dos oligossacarideos no intestino, em
geral, se da pela modificagdo do ecossistema bacteriano com aumento no numero
de Lactobacillus e das Bifidobacterium (SUN, 2004), que suprimem a atividade de
bactérias putrefativas e reduzem a formacdo de produtos toxicos da fermentacao,
tais como amoénia, aminas e nitrosaminas (FLICKINGER; VAN LOO; FAHEY JR.,
2003). Além disso, a fermentacao no intestino grosso aumenta a producao de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e reduz o pH da digesta. Essas acbes sao,
provavelmente, responsaveis pela proliferacdo de bactérias benéficas
(JUSKIEWICS; ZDUNCZYK; JANKOWSKI, 2004). O baixo pH reduz a habilidade de
patdbgenos entéricos colonizar o intestino, pois 0 crescimento de organismo
oportunistas, incluindo patdégenos como Escherichia coli e Salmonella sp., é
favoravel pelo pH neutro, enquanto valores menores favorecem o crescimento de
bactérias residentes, incluindo lactobacilos (MATHEW, 2001).

Para que as bactérias patogénicas consigam colonizar o trato
gastrointestinal e criar uma condicdo patoldgica, precisam inicialmente aderir-se a
superficie epitelial. Esta adesdo ocorre por meio de glicoproteinas (lectinas ou
fimbrias) que reconhecem determinados acucares da superficie do epitélio intestinal.
Portanto, as bactérias se ligam a um oligossacarideo dietético, e ndo a mucosa
intestinal, o que faz com que estas sejam eliminadas, passando com a digesta sem
causar problemas digestivos para os animais (COLLETT, 2000). Desta forma, os
mananoligossacarideos, prebioticos, sdo capazes de bloquear a aderéncia dos
patdgenos e evitar a colonizacdo (SILVA; NORNBERG, 2003).

Estudos realizados por Kien et al. (2007) com leitdes alimentados com
racdes liquidas em substituicio ao leite da matriz, contendo ou n&o prebidtico
(inulina), verificaram que os animais com a inulina apresentaram menores valores de
pH no fluido luminal coletado no ceco em relagcdo aos animais que receberam dieta
sem a inclusdo de prebidticos. Foi observado que o butirato produzido pela
fermentacdo bacteriana de carboidratos normalmente ingeridos pelos leitdes, pode

desempenhar um papel importante no crescimento das vilosidades intestinais.

3.3.3 Melhora nos parametros zootécnicos

Os mananoligossacarideos podem melhorar o desempenho produtivo
(FRITTS; WALDROUP, 2003; HOOGE et al., 2003; JAMROZ et al., 2004; SIMS et
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al., 2004) e o rendimento de carcaca (DEMIR; SEKEROGLU; SARICA, 2001) de
aves, pelos seus efeitos positivos sobre a mucosa intestinal e sistema imune e por
diminuir a colonizacéo de bactérias patogénicas.

Santin et al. (2000), observaram diferencas significativas aos 21 e 42
dias de idade no desempenho de frangos de corte quando compararam dietas
suplementadas com prebiético e dietas ndo suplementadas, o que foi correlacionado
com o aumento no tamanho de vilo da mucosa intestinal das aves suplementadas
aos 7 dias de idade.

Parks et al. (2001), observaram que a utilizagdo dos MOS em dieta
para perus proporcionou uma melhora no ganho de peso e na conversao alimentar
quando comprados com o grupo controle.

Rostagno et al. (2003), avaliando o efeito de prebiotico a base de
mananoligossacarideos em ragfes contendo milhos de diferentes qualidades
nutricionais, verificaram melhoria no ganho de peso, na conversao alimentar e no
fator de producéo das aves tratadas com o prebidotico.

Em ensaios com juvenis de Cyprinus carpio (carpa) alimentados com
racdo contendo 0,6% de mananoligossacarideo na dieta durante 46 dias resultou em
acréscimo no crescimento, maior absor¢cdo de proteinas e aumento na taxa de
sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo controle (CULJAK et al., 2004).

Miguel, Rodriguez-Zas e Pettigrew (2004), ao analisar dados de 54
experimentos, verificaram aumentos de 4,12% no ganho de peso, 2,11% no
consumo de racdo e 2,29% na eficiéncia alimentar de leitdes que receberam dietas
contendo MOS como prebiético. Castillo et al. (2008), ao utilizar 0,2% de MOS nas
dietas iniciais de leitdes, também observaram melhorias na eficiéncia alimentar dos
animais que consumiram o prebiético em relacdo aqueles que receberam dietas
contendo zinco na forma organica e dieta controle (sem adicdo de promotor de
crescimento).

Jungueira et al. (2009) verificaram que suinos alimentados a base de
racdo com prebidtico, no periodo de 42 a 104 dias de idade, apresentaram maior
ganho de peso que aqueles alimentados com ragao controle negativo e com
antibiético.

Silva (2010), observaram que frangos submetidos a estresse térmico
suprimiu significantemente o desempenho dos animais, enquanto que, adicionado

mananoligossacarideo, pode levar a um aumento no ganho de peso corporal e



24

diminuicdo na conversao alimentar. Os prebidticos aumentam o apetite € 0 consumo
de racdo em frangos de corte, 0 que, eventualmente, leva a um aumento no ganho

de peso corporal e na eficiéncia alimentar (GAO et al., 2008).

3.3.4 Modificagbes anatdomicas do trato gastrintestinal

Os prebioticos podem causar modificacbes benéficas nas
caracteristicas anatdmicas do trato gastrintestinal, promovendo o aumento na area
de absorcdo da mucosa intestinal. Os MOS tem sido associados a manutencdo da
integridade da mucosa intestinal, por aumentarem a altura dos vilos de frangos (1JI;
SAKI; TIVEY, 2001) em diferentes partes do intestino delgado.

Howard et al. (1993) observaram aumento na densidade celular
(nimero de células/cripta) e no numero de células marcadas com 5-bromo-2-
deoxipridina (nimero/cripta) da mucosa cecal de leitbes que receberam adi¢cdo de
FOS em suas dietas. Neste tratamento, também foram observados maior
comprimento das criptas, maior zona de proliferacdo (células marcadas/densidade
celular), maior nimero e comprimento de células marcadas das partes proximal e
distal do cdélon, quando comparado ao controle

Loddi (2003) utilizou 0,1% de MOS em dietas para frangos e relatou
gue nessas aves 0s vilos eram mais altos e com maior perimetro, comparados com
aves gue consumiram dietas sem aditivos.

Pesquisadores observaram que a adicdo de MOS em dietas para
frangos de corte de 7 dias de idade levou a uma melhora no desenvolvimento das
vilosidades intestinais, com aumento significativo da altura do vilo nos trés
segmentos do intestino delgado (MACARI; MAIORKA, 2000; MACARI; FURLAN,
2005).

Estudo realizado com larvas de bijupird (Rachycentron canadum)
alimentados com dietas suplementadas com 0,2% de MOS apresentaram vilos
intestinais mais desenvolvidos (2,04 um) quando comparados as que nao receberam
racao suplementada (1,18 um) (SALZE et al., 2008).

Oliveira et al. (2009), observaram que a adicdo de
mananoligossacarideos ou complexo enzimatico as dietas de frangos, melhorou o
perimetro e a altura das vilosidades intestinais, porem o efeito dos dois aditivos nao

foi suficiente para melhorar o desempenho das aves.
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3.3.5 Efeitos imunoestimulatérios

Efeitos benéficos da utilizacdo dos prebidticos na nutricdo animal tém
sido relatados. Pesquisadores observaram que a adicao de prebidticos resultou em
aumento nos niveis séricos de imunoglobulinas (IgA, 1gG e IgM) (HUANG et al.,
2007) e também um aumento da resposta macrofagica em diferentes espécies
animais (YANG,; 1JI; CHOCT, 2009).

Estudo utilizando acidos organicos, prebidtico e probidtico, adicionados
na dieta de frangos de corte, para avaliacdo da resposta imune demonstrou que a
utilizacdo de acidos orgéanicos e prebidticos resultaram em um aumento significativo
nos titulos de anticorpos contra a doenca de Newcastle quando comparados com o
grupo controle, com animais de 21 dias de idade vacinados. Porém, nao foi
encontrada diferenga significativa entre os animais tratados com probidticos e o
grupo controle. Aos 42 dias de idade, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (HOUSHMAND et al., 2012).

Em estudos conduzidos por Kim et al. (2011), estes pesquisadores
utiizaram  dois  prebidticos, os  frutoligossacarideos (FOS) e o0s
mananoligossacarideos (MOS), em quatro tratamentos com diferentes dosagens
(FOS 0,25%; FOS 0,5%; MOS 0,025%; MOS 0,05%) e um antibi6tico para avaliar o
efeito destes sobre os parametros sanguineos e imunoglobulinas séricas de frangos
de corte assim como a microbiota intestinal. Os resultados demonstraram que a
relacdo heterofilo:linfécito e os leucécitos basofilos foram maiores nos grupos
controle e no grupo FOS 0,5 quando comparados com 0s outros grupos tratados. Os
autores ndo conseguiram explicar essa diferenca decorrente de terem poucos
estudos nessa area. As concentracdes plasmaticas de imunoglobulinas né&o
apresentaram diferencas significativas entre os grupos, discordando dos resultados
encontrados por Yin et al. (2008), que verificaram que a suplementagcdo com
prebiotico resultou em um aumento nos niveis séricos de IgA, IgG e IgM.

Em relacéo a populacdo microbiana, esses pesquisadores observaram
gue nos grupos tratados com FOS 0,25% e MOS 0,05%, a populacdo de Clostridium
perfringens e Escherichia coli foram diminuidas e a populacdo de Lactobacillus e
bactérias totais foram aumentadas, afirmando o efeito dos prebidticos em
estimularem o desenvolvimento de bactérias benéficas e reduzir a atividade de

bactérias patogénicas no trato gastrintestinal.
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Além disso, estes mesmos autores relataram que no grupo tratado com
FOS 0,25% os resultados foram superiores quando comparados com o grupo FOS
0,5% por este possuir um nivel de adicdo excessivo.

Confrontando com os resultados obtidos nos dois trabalhos citados
acima, Gurbuz et al. (2010) avaliaram a suplementacédo de frutoligossacarideo (FOS)
e mananoligossacarideo (MOS) sobre a funcdo imune em cavalos adultos. Esses
pesquisadores ndo encontraram resultados satisfatorios sobre as concentracdes
séricas de IgA, 1gG e IgM nos cavalos suplementados com os dois prebioticos. Os
autores acreditam que esses resultados sao devidos aos animais ja serem adultos e
também por ndo apresentarem nenhum tipo de estresse, afirmando que o uso dos
prebioticos podem apresentar resultados benéficos em cavalos jovens ou em
cavalos submetidos a estresse.

Bassan et al. (2008) avaliaram a acdo de dois &cidos orgéanicos
(férmico e propibnico) e de um prebidtico (mananoligossacarideo), adicionados a
dieta de frangos de corte, no controle da infecgao intestinal por Salmonella
enteritidis. Os autores observaram resultados satisfatorios nos grupos tratados com
acidos organicos e acidos organicos mais prebiotico, sendo que nesse ultimo grupo,
0 numero de aves infectadas foi menor no 25° do tratamento, indicando a maior
capacidade dos mananoligossacarideos em inibirem a colonizagéo de patdégenos por
meio do bloqueio das fimbrias do tipo 1, que permitem que esse patdgenos ataguem
a superficie epitelial do intestino.

No 32° dia de tratamento, 100% das aves apresentaram resultados
negativos para Salmonella enteritidis nos tratamentos com adicdo de acidos e
prebiotico, justificando a importancia da utilizacdo desses elementos no controle da

infeccdo por esse patdégeno.

3.3.6 Diminuicéo do risco de cancer de colon

Os prebidticos sdo positivamente associados na prevencédo do cancer
de cdlon através da modulacdo da microbiota do célon (LIM et al., 2005).

Estudos com ratos mostraram que a administracdo de prebidticos na
dieta suprimiu significativamente o numero de focos de criptas aberrantes no colon,
quando comparado a dieta controle. Criptas aberrantes sdo lesdes precursoras

putrefativas, a partir das quais os adenomas e carcinomas podem se desenvolver no
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cOlon. Essa inibicdo era mais pronunciada em ratos alimentados com inulina do que
aqueles que recebiam oligofrutose. O papel desempenhado pela inulina e a
oligofrutose na reducdo da formacdo das criptas aberrantes, um marcador pré-
neoplasico precoce do potencial maligno no processo de carcinogénese do célon,
sugere gue eles possuem potencial para suprimir a carcinogénese no célon. Essa
prevencdo, provavelmente ocorre pela modificagdo da microbiota do célon.
Entretanto, ndo ha evidencias em humanos de que os prebidticos sejam capazes de
prevenir a iniciagao do cancer de coélon (SAAD, 2006).

Dessa forma, o presente trabalho avaliara trés diferentes prebidticos a
base de mananoligossacarideos:

- MOS 1, mananoligossacarideo, € um derivado da parede celular da
levedura Sacharomyces cerevisae, cepa 1026, e que oferece receptores ricos em
manose, que atraem as bactérias patogénicas, ocupando o sitio de ligacdo do
patdgeno e evitando que as bactérias se liguem a manose do epitélio intestinal e
provoquem doengas nos animais, além disso, melhora o desempenho dos animais,
por servir de substrato para bactérias benéficas presente na microbiota intestinal,
aumentando assim, a digestédo e absorcéo de nutrientes (COLLET, 2000).

- MOS 2, é uma fracdo ativa da mananoproteina, derivada de um
mananoligossacarideo. Essa fragdo da mananoproteina atua sobre as bactérias
patogénicas, sendo que a estrutura da levedura que atua sobre as bactérias
patogénicas é a fracao alfa 1,3 e alfa 1,6 mananoproteina (ALLTECH, 2010).

- MOS 3, é um aditivo prebidtico rico em 3 glucanos e
mananoligossacarideos, derivado de uma cepa especialmente selecionada de
levedura Saccharomyces cerevisiae. Apresenta capacidade de aglutinar bactérias
patogénicas permitindo uma melhoria no desempenho zootécnico dos animais de
producéo (ICC, 2010).
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a acéo trés prebioticos,
mananoligossacarideo (MOS), sobre parametros zootécnicos e histomorfométricos
duodenais de ratos Wistar. Um total de 40 ratos machos foram utilizados por um
periodo de 56 dias e distribuidos em um delineamento em blocos casualizados com
guatro grupos [Grupo Controle (GC), Grupo MOS 1 (GM1), Grupo MOS 2 (GM2) e
Grupo MOS 3 (GM3)]. O consumo acumulado de racdo apresentou um aumento
linear significativamente maior no grupo GM2 (P<0,05), quando comparado com 0s
grupos GC e GM3 e nao diferiu do GM1, que diferiu significativamente do grupo
GM3 e este nado diferiu do grupo GC. O GM3 apresentou um aumento linear no
percentual de ganho de peso e melhor conversdo alimentar e diferiu dos demais
grupos e estes quando comparados entre si, ndo diferiram. Os grupos de animais
suplementados com MOS, apresentaram uma melhor eficiéncia alimentar, quando
comparados com o grupo GC e néao diferiram entre si. O GM3 apresentou maior
altura de vilo e diferiu estatisticamente apenas do grupo GC. Os grupos GM1, GC e
GM2 nao diferiram estatisticamente entre si. No parametro area de vilo, 0 grupo
GM3 diferiu do grupo GC e os grupos GC, GM1 e GM2 nao diferiram entre si. Os
resultados dos tratamentos nao diferiram entre si no parametro profundidade de
cripta e no numero de células caliciformes. Os resultados do presente estudo
sugerem que a utilizacao de diferentes prebidticos em dietas de ratos Wistar, podem
apresentar efeitos benéficos nos parametros zootécnicos e histomorfométricos
duodenais. Estes beneficios foram mais significativos no grupo de animais
alimentados com dieta contendo MOS 3. As distintas respostas dos prebiéticos nos
parametros estudados no rato, podem estar ligados as diferentes cepas ou
fragmentos de parede celular de Saccharomyces cerevisiae.
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Palavras-chave: prebioticos, levedura, desempenho animal, vilosidade intestinal

ABSTRAT

The present study was conducted to evaluate the action of three prebiotics, mannan-
oligosaccharides (MOS), on zootechnical and duodenal histomorphometric
parameters in Wistar rats. A total of 40 male rats were used for a period of 56 days
and distributed in a randomized block design with four groups [control group (CG),
MOS 1 Group (GM1), MOS 2 Group (GM2) and MOS 3 Group (GM3)]. The
cumulative feed intake showed a significantly greater linear increase in GM2
(P<0.05) when compared with the CG and GM3 groups and did not differ from GM1,
which differed significantly from GM3 group and this group did not differ from the
control group. The GM3 showed a linear increase in the percentage of weight gain
and better feed conversion and differed from the others and these groups when
compared, did not differ. The groups of animals supplemented with MOS showed a
better feed efficiency when compared with the control group. The GM3 showed
higher villus height and statistically differed only in the CG group. The GM1, GM2 and
GC groups did not differ statistically. In the villus area parameter, the GM3 group
differed from the control group and the GC, GM1 and GM2 groups did not differ
between them. The results of the treatments did not differ in crypt depth and the
number of goblet cells. The results of this study suggest that the use of different
prebiotics in the diet of rats may provide beneficial effects on the zootechnical and
duodenal histomorphometric parameters. These benefits were more significant in the
group of animals fed a diet containing MOS 3. Distinct responses of prebiotics in the
parameters studied in rats, can be connected to different strains or fragments of the
cell wall of Saccharomyces cerevisiae.

Key words: prebiotics, yeast, animal performance, intestinal villus

Introducéo

Nos ultimos anos, existe um interesse consideravel na utilizacdo de
prebibticos, como alimentos funcionais, a fim de modular a composi¢cdo da
microbiota do colon para fornecer beneficios a salde do hospedeiro (Coppa et al.,
2006; Guarner, 2007; Vardakou et al., 2008; Silk et al., 2009).

Os prebidticos sdo compostos ndo digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos micro-

organismos do trato gastrintestinal e que podem estar presentes nos ingredientes da
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dieta ou adicionados a ela por fontes exdgenas (Gibson e Roberfroid, 1995). Além
disso, promovem o aumento da populacdo de bactérias uteis, como lactobacilos e
bifidobactérias, que competem com patdégenos para a producdo de acidos graxos
volateis, diminuem o pH intestinal, produzem compostos antimicrobianos, melhoram
o sistema imunologico e melhoram os indices morfométricos intestinais (Fuller, 1989;
Gibson e Roberfroid, 1995; lji et al., 2001; Sandikci et al., 2004; Markovic et al.,
2009).

Dentre o0s prebioticos, o0os mananoligossacarideos (MOS), séo
substancias complexas derivadas principalmente da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (Spring et al., 2000; Hooge, 2004; Kogan e Kocher, 2007)
e quando incluidos na dieta, apresentam a capacidade de se aderir as bactérias
patogénicas portadoras de fimbrias tipo 1, consequentemente, removendo-as do
trato digestorio através das fezes (Falcdo-e-Cunha et al., 2007). Além disso, 0 MOS
leva a um aumento na altura, uniformidade e integridade das vilosidades intestinais,
aumenta a resposta imune e como resultado, melhora o desempenho e a saude do
animal (Ferket et al., 2004; Hooge, 2004; Ghosh et al., 2007; Kogan e Kocher, 2007,
Rehman et al., 2009).

Ha muitos relatos que mostram o beneficio do MOS sobre o
desempenho de varias espécies, como ganho de peso em bezerros (Hooge, 2006),
ganho de peso e conversao alimentar de frangos (Parks et al., 2001; Hooge, 2003;
Sims et al., 2004; Hooge, 2009), desempenho de coelhos (Mourédo et al., 2006) e
crescimento de suinos (Castillo et al., 2008).

Varios autores também citam alteracdes histomorfométricas, como

vilosidades significativamente mais compridas no ileo em coelhos (Mouréo et al.,
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2006) e relacao altura de vilosidade:profundidade de cripta maior em suinos (Castillo
et al., 2008)

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo de trés
prebidticos comerciais, mananoligossacarideos, sobre os parametros zootécnicos
(consumo acumulado de racéo, percentual de ganho de peso, indice de conversao
alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar) e histomorfométricos duodenais
(altura e area dos vilos, profundidade de cripta e quantificacdo de células

caliciformes por vilo) de ratos Wistar.

Materiais e métodos

Design experimental

Para a realizagdo desde estudo, foram utilizados 40 ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com 23 dias e 46,17 g + 4,99 g de peso
corporal, provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista —
UNOESTE - Presidente Prudente/SP.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade do Oeste Paulista, protocolos 1173/2012 e 1178/2012.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais sob as mesmas
condicbes padroes de iluminagdo (ciclo claro/escuro de 12/12 horas), com
temperatura em torno de 23°C (Merusse e Lapichik, 1996) e as dietas sélidas e

hidricas foram fornecidas ad libitum durante o periodo experimental. O experimento
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teve duracdo 56 dias, sendo os animais distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos com dez animais.

O grupo controle (GC) consistiu de animais alimentados com racao
basal (Supralab Especial, Alisul Ind. Alimentos Ltda., RS) (Tabela 1); grupo MOS 1
(GM1), alimentou-se ragcdo basal acrescida de 1g do produto MOS 1
(mananoligossacarideo, derivado da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae, cepa 1026) por kg da dieta; para o grupo MOS 2 (GM2) foi utilizado a
racao balanceada adicionada de 0,4g do produto MOS 2 (frag&o ativa, a-1,3 e a-1,6
mananoproteina, derivada de um mananoligossacarideo) por kg da dieta; e o grupo
MOS 3 (GM3) utilizou-se a ragéo balanceada incorporada com 1g do produto MOS 3
(aditivo prebiotico rico em B-glucanos e mananoligossacarideos, derivado de uma
cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae) por kg da dieta. As dosagens

utilizadas seguiram recomendacdes dos fabricantes.

Tabela 1. Composicédo bromatoldgica da racéo padréao para roedores.

Nutrientes Niveis de garantia
Umidade 120 g.kg™
Proteina bruta (min) 220 g.kg™
Extrato etéreo (min) 25 g.kg-1

Matéria fibrosa (max) 60 g.kg™
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Matéria mineral (max) 100 g.kg™
Calcio (max) 12 gkg*
Célcio (min) 8.000 mg.kg™
Fésforo (min) 7.000 mg.kg™

*Supralab Especial com premix mineral vitaminico: Composi¢édo por kg: metionina (min) = 3000 mg; vit. A (min) = 7000UlI; vit.
D3 (min) = 2000UI; vit. E (min) = 15UlI; vit. K3 (min) = 1 mg; vit. B1 (min) = 2 mg; vit. B2 (min) = 6 mg; vit. B6 (min) = 3 mg; vit.
B12 (min) = 9 mcg; acido félico (min) = 1 mg; acido pantoténico (min) = 12 mg; biotina(min) = 0,5 mg; colina (min) = 500 mg;
niacina (min) = 20 mg; Cu (min) = 9 mg; Fe (min) = 40 mg; Mg (min) = 90 mg; Zn (min) = 50 mg; | (min) = 0,7 mg; e Se (Min) =
0,4 mg.

Parametros zootécnicos

Para realizar os ensaios de desempenho animal, os ratos foram
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente aleatorizado com quatro
tratamentos (GC, GM1, GM2 e GM3). As pesagens foram realizadas no inicio do
experimento e a cada sete dias para determinar o percentual de ganho de peso em
relagdo ao peso inicial dos animais e também para determinar o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA = ganho de peso por grupo/consumo total de ragao por
grupo). Foi mensurado o consumo acumulado de ragdo pela pesagem da racgéo
oferecida e posteriormente das sobras, sendo determinada pela diferenca entre o
peso inicial da racdo e o peso das sobras (Kaminski et al.,, 2008). O indice de
conversao alimentar foi calculado dividindo o consumo total da dieta por grupo pelo

ganho de peso total por grupo.

Histomorfometria intestinal
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Para determinar a histomorfometria intestinal, foi realizada a colheita
do intestino delgado. Dessa forma, no final do periodo experimental, dez animais de
cada grupo experimental foram anestesiados com Tiopental 50 mg.mL™ (Thiopentax,
Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Sao Paulo/SP), com uma
dosagem de 30 mg.Kg’ de peso vivo, por via intraperitoneal e eutanasiados por
exsanguinacado, conforme Paiva et al. (2005).

Imediatamente apés ser constada a morte do animal, foram colhidas
amostras do segmento inicial do intestino delgado (duodeno), sendo estas fixadas
em solucdo de Davidson, por 24 horas, e depois lavadas em agua corrente por uma
hora, posteriormente, transferidas para uma solucéo de alcool 70%. Todas as etapas
citadas acima foram realizadas no Biotério Experimental Il da Universidade do Oeste
Paulista.

Em seguida, as amostras foram processadas conforme a técnica de
rotina histologica para microscopia Optica e inclusdo em parafina, realizado no
Laboratério de Anatomia Patologica da Universidade do Oeste Paulista. Com o
auxilio do micrétomo rotativo, foram obtidos cortes histolégicos semi-seriados com 5
um de espessura de todas as amostras. Os cortes foram corados pelos métodos da
hematoxilina e eosina (HE) e pela técnica histoquimica do acido periodico de Schiff
(P.A.S. - Periodic acid-Schiff) (Tolosa et al, 2003).

Foi confeccionada uma lamina por animal de cada tratamento e, em
cada, foram mensurados os comprimentos de dez vilos (Guillaumon e Couto, 2013)
e profundidades de dez criptas (Clarke, 1977) que se apresentaram sem rupturas, e
as areas de dez vilos, totalizando a leitura de 100 vilos e 100 criptas por tratamento.

Para quantificacdo das células caliciformes, foram tomadas dez vilos integros por
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animal (Chen et al., 2009), totalizando a contagem de células em 100 vilosidades por
tratamento.

A captura das imagens ocorreu no Laboratério de Biofisica da
Universidade do Oeste Paulista — Presidente Prudente/SP, utilizando um
Microscépio Optico Leica DM 750, com camera Leica ICC50 HD. Para mensuragéo
da altura das vilosidades e profundidade das criptas, em micrébmetros (um), area das
vilosidades, em micrébmetros quadrados (um?) e contagem das células caliciformes,

em aumento de 10x, utilizou-se o software Micrometrics® SE Premium.

Anélises estatisticas

Parametros zootécnicos

O efeito dos produtos sobre o consumo acumulado de racéao,
conversao alimentar, eficiéncia alimentar e percentual de ganho de peso em relacéo
ao peso inicial foi avaliado por meio do ajustamento de retas de regresséao linear
simples, utilizando-se o tempo em dias como variavel dependente. Apdés o
ajustamento das retas, os coeficientes de regressao e interceptos dos grupos foram
comparados dois a dois pelo teste t de Student, empregando-se o software Biostat

5.3 e adotando-se o valor de 5% de significancia (Ayres et al., 2007).

Histomorfometria intestinal
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Inicialmente, todos os grupos de dados foram submetidos ao teste de
Saphiro-Wilk para assegurar o pressuposto de normalidade dos dados. Para
determinar se as variaveis observadas na analise histologica diferiram entre os
tratamentos, recorreu-se ao teste de andlise de variancia em uma via (ANOVA one-
way) com contrastes pelo método de Tukey. O pressuposto de homogeneidade de
variancias (homocedasticidade), necessario a realizacdo da ANOVA, foi validado
pelo teste de Levene. As variaveis que apresentaram heterocedasticidade realizou-
se a correcdo de Welch para a correcdo dos graus de liberdade e realizacdo de
contrastes pelo método de Games-Howell. Todas as analises foram conduzidas no
programa SPSS v. 13.0 for Windows, adotando-se o valor de 5% de significancia

(Field, 2009).

Resultados e discusséo

Os resultados dos parametros zootécnicos e comparagdo estatistica
das regressodes ajustadas do consumo acumulado de ragéo, percentual de ganho de
peso, indice de conversdo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar, sao

apresentadas nas Figuras 1, 2, 3e 4 e Tabelas 2, 3, 4,5 e 6.

Tabela 2. Médias e desvios padrdo do consumo acumulado de ragdo, em gramas,
de ratos Wistar, em funcdo dos momentos (a cada 14 dias), para ajustamento das
equacoes de regressoes lineares.

Momentos (dias)

Tratamento
14 28 42 56

GC 161,93 + 15,56 468,61 + 27,36 715,58 + 61,31 1053,71 £ 28,85
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GM1 172,61 + 6,98 452,37 £ 21,43 765,58 + 14,91 1144,76 £ 10,51
GM2 187,84 + 7,54 488,26 + 14,73 767,60 = 72,02 1170,97 + 108,51
GM3 171,55 + 8,93 469,33 + 11,38 731,80 + 27,81 1000,92 + 10,66

Os resultados do consumo acumulado de racdo em ratos nos 56 dias
experimentais do grupo GM2 foram significativamente maior do que os grupos GC e
GM3 e nédo diferiram do GM1, indicando que os prebioticos utilizados né&o
apresentaram homogeneidade neste parametro. Em frangos, Barbosa et al. (2011),
nao verificaram um maior consumo de racdo no grupo de animais suplementados
com MOS na fase inicial (1 a 21 dias de idade). Silva et al. (2012) e Bovera et al.
(2012), em estudo com leitdes e coelhos, respectivamente, ndo observaram
diferencas significativas no consumo de racdo entre os animais suplementados ou

nao com MOS.
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Figura 1. Regressdes lineares simples utilizando o tempo em dias como variavel
dependente sobre o consumo acumulado de racdo dos grupos Controle, MOS 1,

MOS 2 e MOS 3.

O fato dos animais do grupo GM2 apresentarem uma maior inclinacao

da reta no parametro de consumo acumulado de ragao, possivelmente possa este

resultado estar relacionado com sua composi¢éo, pois 0 MOS 2 é constituido pela

fracdo ativa do mananoligossacarideo, ou seja, fracdo alfa 1,3 e alfa 1,6

mananoproteina, que atua diretamente sobre as bactérias patogénicas e os produtos

MOS 1 e MOS 3 séo constituidos por polissacarideos ndo-amilaceos (PNAs), B-

glucanos (polimeros lineares de glicose) e os a-mananos (polimeros de glicose e



a7

manose) e segundo Silva e Nornberg (2003), estes componentes podem levar a um
aumento da viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a velocidade de transito e

consequentemente, diminuindo o consumo.

Tabela 3. Médias e desvios padréao dos resultados do percentual de ganho de peso,
de ratos Wistar em funcao dos dias, para ajustamento das equacdes de regressoes
lineares.

Pesagens (dias)

Tratamentos
7 14 21 28 35 42 49 56
GC 84,9 + 1740+ 2446+ 3322+ 406,99+ 4602+ 533,8% 550,65+
57 13,4 17,5 20,6 13,6 18,7 11,9 12,1
GM1 61,1+ 139, 7+ 213,3+ 3009+ 3929+ 464,11+ 5142+ 5336+
3,2 5,6 9,3 22,0 13,1 15,6 3,5 3,7
GM2 61,8 + 141,8+ 219,4+ 298,33+ 3743 4500+ 504,7+ 5248+
3,9 6,7 13,1 13,5 25,0 32,2 21,3 22,3
GM3 60,9 + 1384+ 219,7+ 3122+ 412,2+ 468,7+ 5379+ 5769+

7,1 7,9 10,7 8,5 5,8 22,0 9,0 9,0

Os resultados de percentual de ganho de peso obtidos pelos ratos que
receberam dieta suplementada com o MOS 3 (GM3) apresentou uma maior
inclinacdo da reta e diferenca estatistica (P<0,05) com os demais grupos e estes nao
diferiram entre si. Os MOS utilizados neste experimento também ndo apresentaram
homogeneidade nesse parametro estudado, pois os grupos GM1l e GM2 nao
diferiram do grupo GC. Por outro lado, Nargeskhani et al. (2010) e Ghosh e Mehla
(2012), observaram aumento no ganho diario de peso em bezerros, que receberam
mananoligossacarideo na dieta, quando comparados com 0 grupo controle.
Resultados similares foram apresentados em suinos (Dvorak e Jacques, 1998) e em

frangos (El-Banna et al., 2010).
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Figura 2. Regressdes lineares simples utilizando o tempo em dias como variavel
dependente sobre o percentual de ganho de peso dos grupos Controle, MOS 1,
MOS 2 e MOS 3.

Morrison et al. (2010), em bezerros, ndo demonstraram nenhuma
diferenca significativa no ganho de peso durante o periodo experimental nos animais
tratados com mananoligossacarideo, quando comparados com 0 grupo controle.
Resultados semelhantes foram obtidos por Ramos et al. (2011), em frangos e

Schwarz et al. (2011) com larvas de peixes, tilapia do Nilo.
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Tabela 4. Médias e desvios padrdo do indice de conversdo alimentar de ratos
Wistar, em funcéo dos dias, para ajustamento das regressoes lineares.

Momentos (dias)

Tratamento
14 28 42 56
GC 2,06 £ 0,17 4,20 £ 0,10 4,18 + 0,79 8,76 + 3,31
GM1 2,68 £ 0,09 3,77+£0,22 4,46 + 0,43 9,565 + 3,20
GM2 2,72+0,13 3,26 £ 0,23 4,16 + 0,49 8,36 + 0,59
GM3 2,48 £ 0,15 2,93+0,14 3,59 £ 0,28 5,52+0,14

A melhor resposta do grupo GM3 sobre o percentual de ganho de
peso, estabelecida através da inclinacdo da reta, pode ser devido a algum
componente diferente presente em sua composi¢éo, ou entdo diferencas nas cepas
de levedura utilizadas ou até mesmo pelos diferentes processos de producdo do
mananoligossacarideo, o que pode levar a uma resposta diferente nos animais que o
consumiram.

Dados de converséao alimentar apresentados em estudos realizados em
frangos (Barbosa et al., 2011), suinos (Silva et al., 2012), bovinos (Ghosh et al.,
2012) e peixes (Schwarz et al., 2011) corroboram com os resultados obtidos de
conversao alimentar neste estudo no grupo GM3 quando comparado com o grupo
GC.

Porém os outros grupos tratados, GM1 e GM2, ndao apresentaram
diferencga estatistica significativa com o GC e estes resultados corroboram com 0s
obtidos por Bovera et al. (2012) em coelhos, que ndo encontraram diferenca
significativa no parametro conversao alimentar entre os grupos tratados com MOS e

0 grupo controle.
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Esse melhor resultado de conversdo alimentar dos animais tratados
com o MOS 3 pode ser explicado, segundo Schwarz et al. (2011), pelo melhor
aproveitamento das dietas, em razdo do tempo de transito, da digestibilidade e da

taxa de absorcao dos nutrientes da dieta.
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**QOs grupos GC, MOS 1 e MOS 2 nao diferiram entre si (P>0,05).

Figura 3. Regressodes lineares simples utilizando o tempo em dias como variavel
dependente sobre a taxa de converséo alimentar dos grupos Controle, MOS 1, MOS
2 e MOS 3.
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Foi observado efeito (P<0,05) da suplementacdo do MOS sobre a
eficiéncia alimentar. Resultados semelhantes foram encontrados por Miguel et al.

(2004) e Castillo et al. (2008) em leitdes.

Tabela 5. Médias e desvios padrdo dos resultados do coeficiente de eficiéncia
alimentar de ratos Wistar, em funcdo dos dias, para ajustamento das regressoes
lineares simples.

Momentos (dias)

Tratamento
14 28 42 56
GC 0,49+ 0,04 0,24 +£0,01 0,25 = 0,06 0,13+ 0,05
GM1 0,37 + 0,01 0,27 + 0,02 0,23 + 0,03 0,11 + 0,04
GM2 0,37 £ 0,02 0,31+ 0,02 0,25+ 0,03 0,12+ 0,01
GM3 0,40 £ 0,02 0,34 £ 0,02 0,28 =+ 0,02 0,18 =+ 0,00

De modo geral, a melhora no desempenho dos animais que receberam
MOS na dieta pode ser resultado da modulacdo da microbiota intestinal, uma vez
que dietas com MOS podem levar a um aumento na populacdo de lactobacilos e
bifidobactérias, além de reduzir a colonizacédo de bactérias patogénicas (Baurhoo et
al.,, 2007 a;b), prevenindo processos patoldgicos que possam atrapalhar o
desempenho dos animais, e possivelmente, proporcionando maior uniformidade da
mucosa, com vilos maiores e mais largos, podendo, dessa forma, aumentar a
superficie de contato dos vilos com o0s nutrientes, levando a uma maior absorcéo e

consequentemente, um melhor desempenho.
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Nota: *Os grupos MOS 3, MOS 2 e MOS 1 néo diferiram significativamente entre si (P>0,05). ** O grupo GC diferiu
significativamente dos grupos MOS 1 (P=0,0102), MOS 2 (P=0,0295) e MOS 3 (P=0,0043).

Figura 4. Regressoes lineares simples utilizando o tempo em dias como variavel
dependente sobre o coeficiente de eficiéncia alimentar dos grupos Controle, MOS 1,
MOS 2 e MOS 3.

Histomorfometria intestinal

Observou-se que a suplementacdo de MOS em ratos resultou em
maior altura e area de vilo (P<0,05) no grupo GM3 quando comparado com 0 grupo
GC. Resultados observados por Schwarz et al. (2010), em peixes juvenis de tilapia
do Nilo, suplementados com MOS, também resultou em maior altura de vilos quando

comparados com o0s resultados dos peixes que receberem a dieta isenta de
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prebidticos. Yilmaz et al. 2007 encontraram maior altura de vilosidades em trutas
alimentadas com MOS na dieta. Resultados semelhantes com frangos foram obtidos
por Santos et al. (2013).

Schwarz et al. (2011), verificaram que com o aumento nos niveis de
inclusdo de MOS nas dietas para larvas de tilapia, proporcionou efeitos quadraticos
sobre os dados da altura das vilosidades.

O aumento na altura das vilosidades duodenais observado no grupo
GM3 pode estar relacionado ao efeito tréfico proporcionado pelo MOS sobre a
mucosa intestinal, como verificado por Spring et al. (2000) e Santin et al. (2001) em
frangos de corte aos sete dias de idade.

Os grupos suplementados com MOS (GM1 e GM2) ndo apresentaram
diferenca significativa com o grupo GC corroborando com os resultados obtidos por
Chiquieri et al. (2007) e Santos et al. (2010), que ndo encontraram efeitos dos
tratamentos sobre a altura das vilosidades (P>0,05), em suinos alimentados com
prebidtico.

N&o foi encontrado nenhum literatura que referenciasse a area dos
vilos em ratos e outras espécies animais com a utilizacdo de prebioticos, porém
nesse estudo observamos que o grupo GM3 diferiu significativamente (P<0,05) do
grupo GC e nao dos demais grupos que foram suplementados com MOS. A escolha
de mensuragcdo da area e ndo do perimetro ou didmetro dos vilos, é pelo fato da
area dos vilos estar diretamente relacionada com a superficie de contato com os
nutrientes, sendo assim, quanto maior a area dos vilos maior seré sua superficie de
contato.

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostraram ndo ter sido

observado efeito (P>0,05) quanto a profundidade de cripta com a utilizacdo de MOS,



54

guando comparados entre si e com o0 grupo controle. Em frangos, Ramos et al.
(2011), demonstraram que a adicdo do MOS, na dieta de frangos, também nao
apresentou diferencas (P>0,05) quanto a profundidade de cripta.

Como se sabe, os prebidticos propiciam o ambiente intestinal, que
favorece a proliferacdo de populacdes de bactérias benéficas, proporcionando
melhores condi¢gBes e longevidade das células absortivas (enterdcitos), reduzindo a
taxa de renovacao tecidual (Markovic et al., 2009). A profundidade das criptas é
correlacionada com a taxa de reposicao celular e o aumento da profundidade indica
a necessidade de substituicdo das células absortivas (enterdcitos) e maior volume
de renovagéo tecidual (Oliveira et al., 2008; Markovic et al., 2009). Sendo assim, se
os ratos tivessem sido submetidos a desafios sanitarios, como infec¢bes por
bactérias patogénicas, possivelmente poderia ter sido observado diferencas na
profundidade de cripta entre os tratamentos, como foi observado por Santos et al.,
2013, que verificaram maior profundidade das criptas duodenais nos frangos
infectados por Salmonella enterica Enteritidis e que ndo foram suplementados com
MOS, e os animais infectados por Salmonella e suplementados com MOS,
apresentaram profundidade de cripta similar aos frangos do grupo controle que nao
foram infectados.

As respostas do numero de células caliciformes/vilo, obtidas pelos
ratos que receberam as dietas com MOS, encontradas nesse estudo, néo diferiram
entre si ou com o grupo GC. Schwarz et al. (2010) correlacionou 0 numero de
células caliciformes com a altura de vilosidades intestinais e observou serem
proporcionais em peixes. Segundo Baurhoo et al. (2007b; 2009), o MOS possui a
capacidade de aumentar o niumero de células caliciformes na membrana do vilo em

frangos, porém neste estudo, com ratos, isso nao foi observado.
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Tabela 6. Médias e desvios padrao dos parametros histomorfométricos do segmento
inicial do intestino delgado (duodeno), de ratos Wistar, alimentados com dietas
contendo ou ndo mananoligossacarideo.

Tratamentos

Parametros

GC GM1 GM2 GM3
aitm“;a vilo 848,6 + 99,01 908,5 + 98,4 895,0 + 137,1% 994,1 + 121,9°
Area vilo 144.026,2 + 160.225,2 + 151.812,2 + 165.583,4 +
(m?) 11.291,6° 14.261,5% 20.305,7%° 14.332,5°
(PJ;f)' Crpta 574 14 +47,27° 374,63 + 8,91° 385,45 + 28,99 391,43 + 41,60°
céls. 24,72 + 4,44° 24,89 + 2,87° 24,06 + 3,35° 2534+ 5,15°
caliciformes

'Desvio padrao. *Médias seguidas por letras mintisculas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tais incrementos nas caracteristicas morfométricas do intestino dos
ratos que receberam MOS na dieta sdo de grande importancia, pois as vilosidades
desempenham importante papel no processo de absor¢cdo de nutrientes no intestino
delgado, sendo que o aumento desta estrutura proporciona maior superficie de
contato e, como consequéncia, pode levar um aumento na absor¢cado dos nutrientes
no limen intestinal (Gartner e Hiatt, 2006; Pelicano et al., 2007; Markovic et al.,
2009). Pequenos incrementos, como 0s observados no presente trabalho, s&o
fundamentais para manutencao da integridade da mucosa intestinal, uma vez que
determinam a dimensao da superficie de contato do intestino e, consequentemente,
a capacidade digestiva e absortiva do segmento (Boleli et al 2002).

Adicionalmente, os efeitos positivos da suplementacdo dos animais

com mananoligossacarideo sobre a morfometria intestinal pode ser explicado pela
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reducdo da colonizacdo de bactérias patogénicas, pois 0 MOS atua inibindo sua
aderéncia a mucosa intestinal, mantendo dessa forma, a integridade da mucosa o

gue leva a uma maior uniformidade de seus vilos.

Conclusodes

Os resultados do presente estudo sugerem que a utilizagdo de
diferentes prebidticos, derivados de S. cerevisiae, em dietas de ratos Wistar, podem
apresentar efeitos benéficos nos parametros zootécnicos e histomorfométricos
duodenais. Estes beneficios foram mais significativos no grupo de animais
alimentados com dieta contendo MOS 3, melhorando o parametro consumo de
racdo, percentual de ganho de peso, conversdo alimentar e eficiéncia alimentar,
guando comparado com os demais prebibticos e ou controle. Os efeitos positivos do
MOS 3, podem também estar relacionados com a melhora na altura e area dos vilos
duodenais, permitindo uma maior superficie de contato e incremento da absorcdo de
nutrientes. As distintas respostas dos prebiéticos nos parametros estudados no rato,
podem estar ligados as diferentes cepas ou fragmentos de parede celular de

Saccharomyces cerevisiae.
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addition, reviews of the most important specialized literature are included. The language of
publication is English.

2. SUBMISSION AND ACCEPTANCE OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site ScholarOne
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: ' i . The use of an online submission and peer review
site speeds up the decision-making process, enables immediate distribution and allows
authors to track the status of their own manuscripts. If assistance is needed (or if for some
reason online submission is not possible), the Editorial Office can be contacted and will
readily provide any help users need to upload their manuscripts.

Editorial Office:
Prot. Dr. Michel Goldberg
University of Munich. M}mjch..GermanV .
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E-mail: - at-

2.1 Online Submission
To submit a manuscript, please follow the instructions below.
Getting Started

1. Launch vour web browser (Internet Explorer 5 or higher or Netscape 7 or higher) and
g0 to the journal’s ScholarOne Manuscripts homepage
(httn://me.manuscrinteentral. conviapan_(http //me manuscripteentral. comiapan)).

2. Log-in or click the “Create Account” option if you are a first-time user of ScholarOne
Manuscripts.

3. It vou are creating a new account:

- After clicking on “Create Account”, enter your name and e-mail information and click
“Next”. Your e-mail mformation is very important.

- Enter your mstitution and address mformation as appropriate, and then click “Next.”

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using vour e-mail address
as vour user ID), and then select vour area of expertise. Click “Finish”.

4. Log-in and select “Author Center.”

Submitting Your Manuscript

5. After you have logged in, click the “Submit a Manuscript” link in the menu bar.

6. Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
vour manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

7. Click the “Next” button on each screen to save your work and advance to the next
screen.

8. Give the contact details of at least three reviewers who are independent from your
group.

9. Upload vour files:

- Click on the “Browse” button and locate the tile on vour computer.

- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.

- When vou have selected all files you wish to upload, click the “Upload Files™ button.
10. Review your submission (in PDF format) before sending to the Journal. Click the
“Submit” button when you are finished reviewing.
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You may suspend a submission at any phase before clicking the “Submit™ button and save
it to submit later. After submission, you will receive a contfirmation e-mail. You can also
access ScholarOne Manuscripts at any time to check the status of your manuscript. The
Journal will nform you by e-mail once a decision has been made.

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc/.docx) or Rich Text Format (.rtf) files
(not write-protected) plus separate tigure tiles. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are
acceptable for submission, but only hich-resolution TIF or EPS files are suitable for
priting. The files will be automatically converted to a PDF document on upload and will
be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript including
title page. abstract, text, references, tables, and tigure legends. but no embedded figures.
Figure tags should be included i the file. Manuscripts should be formatted as described in
the Author Guidelines below.

2.2 Copyright

If vour paper is accepted, the author identitied as the formal corresponding author for the
paper will recetve an email prompting them to login into Author Services; where via the
Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license
agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with

the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can
be previewed m the samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions htin:/authorservices . wilev.com/bauthor/faqs _copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

It the OnlineOpen option 1s selected the corresponding author will have a choice of the
following Creative Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the
Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services

http:/authorservices wilev.com/bauthor/faqs copvright.asp

(blm .zzamhgrsgm]g;gs.}11]ﬂ.ggmzbambgrzfags copvright.asp) and visit

If vou select the OnlineOpen option and vour research is funded by The Wellcome Trust
and members of the Research Councils UK (RCUK) vou will be given the opportunity to
publish your article under a CC-BY license supporting you in complymg with Wellcome
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Trust and Research Councils UK requirements. For more information on this policy and
the Journal’s compliant self-archiving policy please visit:

2.3 Page Charges

Original research articles exceeding 8 pages when in proof will be subject to a page charge
of GBP100 per additional page. The first 8 print pages will be published free of charge.
An average 8-page article will have approximately 6300 words m manuscript, with
approximately 5 tioures or tables and 40 references. Once vour article has been typeset
and vou receive confirmation of the page extent, please complete the Page Charge Form
JWwWw ishi _ it your article
exceeds 8 pages. An invoice will be sent to authors for these charges upon print
publication of therr article. Invited and review articles are excluded from this charge.

2.4 Authorship

All authors listed must conform to the authorship requirements as set out by the ICMIE

3. REQUIREMENTS FOR MANUSCRIPTS
3.1. Types of Articles
riginal Articl

Original articles represent the most common form of articles published m the journal.
Typically they describe the results of experiments carried out in order to test a novel
hypothesis. Origmnal articles should contain the following sections: Summary, Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, References.

The journal welcomes review articles on topics of high current interest within the scope of

the journal. Review articles must also mclude a Summary, Introduction and Reterences,
but the other headings may be chosen depending on the structure of the article.

Short communications are brief articles that present particularly novel or exciting results,
mtroduce new theories or i1deas, or otter new methodological approaches. This format
provides an opportunity for authors to (a) provide important results in concise form or (b)
mtroduce significant new concepts or methods that are supported by a limited empirical
data set. The papers should be highly original and represent ideas that will challenge
current paradigms or approaches. They should stimulate thought, serving as precursors to
new research programs or working groups. In these manuscripts the headings required for
original articles may be omitted, but the structure of the paper should more or less be the
same. The length of the short communication should not exceed 3500 words plus 1-2
tables or figures.

3.2. General Guidelines on Format
Prepare your manuscript by numbering lines and pages consecutively and use double

spacing throughout the text body. It is strongly advised that vou consult other articles in
the journal showing the format required. A free sample issue of the journal can be
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accessed for this purpose from the link at the lett of the journal's home page
T ; : 1439-03

Title page

The title should not exceed 35 words. Please provide a short title of 60 characters or less
for the running head. List all the authors and their attiliations, and indicate the
corresponding author by a footnote named “correspondence” where name, the complete
postal address, telephone and tax numbers as well as e-mail address are given.

Summarv
The summary should not exceed 300 words, while giving the major objectives, methods,
results, conclusions and practical applications of the research.

Include up to 6 keywords. Keywords will be used tor indexing purposes, as will the title;
theretore please select words that are not included in the title.

Include any acknowledgement betore the reference list.

Fi | tab] .
Each figure and table must have a reference n the text and should be numbered in
accordance with their appearance i text. Please do not msert figures into the text file. The
legends of all figures should be given on a separate page atter the list of references.

Tables

Use separate pages for each table and put them at the end of the manuscript. Use no
vertical lines and few horizontal lines (mamly above and below the table heading and at the
end of the table). Footnotes have to be written below the table body. They should be
given by using the following symbols in this order: *, T, §, §. 9. **, T+, {1, etc.

Supporting Information

Supporting Information can be a usetul way for an author to include important but
ancillary information with the online version of an article. Examples ofSupporting
Information mclude additional tables, data sets, figures, movie files. audio clips, 3D
structures. and other related nonessential multimedia tiles. Supporting Information should
be cited within the article text, and a descriptive legend should be included. It is published
as supplied by the author, and a proot is not made available prior to publication; for these
reasons. authors should provide any Supporting Information in the desired final format.
For further mformation on recommended tile types and requirements for submission,
please visit: http://authorservices wilev.com/bauthor/suppinfo.asp

hitp- l - i haul i

3.3. Statistics, Units, Abbreviations and Nomenclature

Descriptions of the statistical evaluation of results should be accompanied by the name of
the computer software and the procedures applied (one- two-factorial ANOVA, Tukey's
test etc.). Average values given in tables should be accompanied by the standard deviation
(SD) values. or in experiments where the greater number of samples (animals, units etc.)
have been considered, the SEM value as well as probability P should be given.
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All units of measurement must follow the SI system. Concentrations of solutions should
be given as molar concentrations. All other concentrations should be expressed as
percentages.

Abbreviations of biological, medical, chemical, and other terms should only be used when
such abbreviations are both internationally recoenized and unambiguous. The first use of
an abbreviation must be explained by also giving the unabbreviated term. All biological,
medical, chemical, and other names should be given m keeping with the latest international
nomenclature. If an animal 1s bemg mentioned m the text for the first time, the bmomal
name should be given, e.g. carp (Cyprinus carpio L.). Thereafter, this can be abbreviated
to C. caipio.

3.4. Figures and Illustrations

Do not display the same information in both a table and tfigure. Use separate pages for
each tigure and illustration.

Ficures should be saved in a neutral data format such as TIFF or EPS. Powerpomt and
Word eraphics are unsuitable for reproduction. Please do not use any pixel-oriented
programmes. Scanned tieures (onlv in TIFF format) should have a resolution ot 300 dp1
(halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawimngs) in relation to the reproduction size.
Photographic material should be of such quality that high-contrast reproductions can be
made; photostats of photographs are unacceptable.

Figures printed i colour are subject to an added charge. Colour print charges are

explained on the Colour Work Agreement Form

(http//media. wilev.com/assets/7130/56/SN_Sub2000 F CoW.pdi). Colour graphics
should be m RGB mode. RGB stands for Red, Green and Blue — these are the colours
that are displayed by computer monitors. Monochrome art (black on white) should be in
‘bitmap’ mode (also called 1-bit). Grayscale art should be in ‘grayscale’” mode, a palette
ot colours that has 256 shades ranging from white to black (also called 8-bit). There is a
charge for alterations to figures when carried out by the publisher.

Please note that ficures will generally be reduced to fit within the column-width or the print
area. This means that numbering and letterme must still be readable when reduced (e.g.
maps) and that the scale might not correspond with the original (microscopic pictures),
thereby invalidating references to scale in the text.

Graphs with an x and y axis should not be enclosed in frames; only 2-dimensional
representations.

Do not forget the labels and units. Captions for the figures should give a precise
description of the content and should not be repeated within the figure. If figures or tables
are taken from another publication, the source must be mentioned.

3.5. References

Each original contribution and short communication should contam a bibliography,
reduced to the essential minimum. All references in text must have a corresponding
bibliographic entry in the list of references. The name of a journal in which a paper appears
should be written out in full.
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The references should be given in alphabetical order, and should give the full title ot the
paper. If there is more than one reference by the same author(s) the name(s) must not be
substituted by a dash but given n full. Pretixed names such as O'Brien, Van der Fecht,
D'Estaing etc. should arranged on the basis of the first letter of the main part of the name,
thus, D'Estaing would appear under 'E', not 'D'. Anonymous articles should be cited at the
beginning of the bibliography.

References should be given in the followmg form:

a. From journals: Surname, mitials of the author(s) first name(s), vear of publication, title
ot article, title of journal, volume number in bold, page range of the article. Please pay
attention to the punctuation i the following example:

Revy. P.S.: Jondreville, C.; Dourmad, J.Y.: Guotte, F.; Nys, Y., 2002: Bioavailability of
two sources of zinc in weanling pigs. Animal Research 51, 315-326.

b. From books and other non-serial publications: Surname. initials of author(s) tirst
name(s), vear of publication: title, edition number (if it is not the first edition), volume
number (if the title contains more than one volume), publisher, and place of publication.
Please pay attention to the punctuation in the following examples:

Underwood. E. I.; Suttle, N. F., 1999: The Mineral Nutrition ¢} Livestock, 3rd edn. CABI
publishing, NY, USA.

Citations from handbooks, serial books, and proceedings must contain the names ot the
editors:

Edwards, C.. 1990: Mechanisms of action on dietary tibre on small intestinal absorption
and motility. In: Furda, 1. (ed.), New Develcpments in Dietary Fiber. Plenum Press, New
York. Advances in Experimental Medicine and Biology Vol. 270, 95-104.

Unpublished works must have already been accepted for publication and marked as 'm
press'. The citation of personal communications and unpublished data must be contmed
to the body of the text.

Within the text, citations should be made by putting the surname of the author and the vear
of publication in parentheses, e.g. (Kienzle, 1998). With two authors. the surnames of the
authors should be given, e.o. (Kienzle and Maiwald, 1998); with more than two authors,
the surname of the tirst author should be given and followed by 'et al.’, e.g. (Kirchgessner
et al.. 1998). If the author(s) name(s) are eiven withm the context of the script, the year of
publication should be given in parentheses, e.g. ...as described by Kienzle and Marwald,
(1998).

If various publications by the same author(s) and published in the same vear are cited. a,
b, ¢ etc. must be added to the year of publication, e.g. (Kirchgessner et al., 1998 a, b).
This lettering must also correspond to the same lettering within the bibliography.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager (http://www.retman.com/)

for reference management and formatting. Reference Manager reference styles can be

searched for here: httn://www.refiman.cony/support/rmstyles.asp
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Please note that incorrectly formatted references in a submitted paper may result in the
paper being unsubmitted.

3.6. Animal Experiments

Animal experiments are to be undertaken only with the purpose of advancing knowledge
and m a manner that avoids unnecessary discomtort to the animals by the use of proper
management and laboratory techniques. They shall be conducted in compliance with
tederal, state and local laws and regulations, and in accordance with the mternationally
accepted principles and guidelines for the care and use of agricultural, laboratory or
experimental animals.

In the interests of the reproducibility of results, accurate information about any test animals
used i the experiments (origin, genotype. etc.), as well as information about the housing
conditions (diet, environment, etc.), should be given.

3.7. Use of the English Language

Authors whose native language 1s not English should have a native English speaker read
and correct their manuscript. Spelling and phraseology should conform to standard British
usage and should be consistent throughout the paper. Visit our site
(http//wileveditingservices.com/en/) to learn about the options. Please note that using the
Wiley English Language Editing Service does not guarantee that your paper will be
accepted by this journal.

4. AFTER ACCEPTANCE

4.1 Proof Correction

When the proot is ready for correction, the corresponding author will receive an email alert
containing a link to a web site. A working email address must therefore be provided for the
corresponding author. The proof can be downloaded as a PDF (portable document
format) file from this site. Acrobat Reader will be required m order to read this file. This
software can be downloaded (free of charge) from the following Web site:

hitp://get adobe com/reader (hitp7/get adobe com/reader)

This will enable the file to be opened, read on screen, and printed out in order for any
corrections to be added. Further instructions will be sent with the proot. Hard copy
proofs will be posted if no e-mail address is available; in vour absence, please arrange for
a colleague to access your e-mail to retrieve the proots. Proofs must be returned to the
Production Oftice within three days ot receipt.

As changes to proots are costly, we ask that vou onlv correct typesetting errors.
Excessive changes made by the author n the proofs. excluding typesetting errors. will be
charged separately. Other than m exceptional circumstances, all illustrations are retained by
the publisher.

4.2 Offprints

A PDF otfprint ot the online published article will be provided free of charge to the
corresponding author, and may be distributed subiject to the Publisher's terms and
conditions. Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following
Ink, fill in the necessary details and ensure that you type information i all ot the required
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If you have queries about offprints please email offprint@cosprinters.com
Jto:0ttprint@ :

4.3 Early View (Publication Prior to Print)

The Journal is covered by Wiley-Blackwell's Early View service. Early View articles are
complete full-text articles published online in advance of their publication m a printed
issue. Early View articles are complete and tinal. They have been fully reviewed. revised
and edited for publication, and the authors' final corrections have been mcorporated.
Because they are m tinal form, no changes can be made after online publication. The
nature of Early View articles means that they do not vet have volume, issue or page
numbers. so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are theretore
oiven a Digital Obiect Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked
betore it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can
continue to be used to cite and access the article.

4.4 Online Open

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their
article available to non-subscribers on publication, or whose funding agency requires
erantees to archive the tinal version of therr article. With OnlneOnpen, the author, the
author's funding agency. or the author's mstitution pays a fee to ensure that the article 1s
made available to non-subscribers upon publication via Wiley InterScience, as well as
deposited m the tunding agency's preferred archive. For the full list of terms and

conditions, see http:/olabout. wilev.com/WilevCDA/Section/id-406241 html.
(http//olabout. wiley.com/WilevCDA/Section/id-406241 html.)

Any authors wishing to send their paper OnlineOpen will be required to complete the
payment form available from our website at:

https-/authorservices. wilev.com/bauthor/onlineopen order.asp.
(%20https://authorservices . wilev.com/bauthor/onlineopen order.asp.) Prior to acceptance
there is no requirement to nform an Editorial Office that vou mtend to publish vour paper
OnlineOpen if vou do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as
any other article. Thev go through the journal's standard peer-review process and will be
accepted or rejected based on therr own merit.

4.5 Author Services

Online ‘productlon trackmg 1S avallab]e for Vour article once it is acce‘pted by registering
with /




