UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA - UEM
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS - CCA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ZOOTECNIA - PPZ

PROTOCOLOS PARA INDUCAO DE ARTRITE EM LEITOES
NA FASE DE ALEITAMENTO E AVALIACAO DO OLEO
ESSENCIAL DE LARANJA MICROENCAPSULADO APQOS O
DESMAME

Autor: Leonardo Filipe Malavazi Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha

Coorientador: Prof. Dr. Paulo Cesar Pozza

MARINGA
Estado do Parana
Outubro - 2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA - UEM
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS - CCA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ZOOTECNIA - PPZ

PROTOCOLOS PARA INDUCAO DE ARTRITE EM LEITOES
NA FASE DE ALEITAMENTO E AVALIACAO DO OLEO
ESSENCIAL DE LARANJA MICROENCAPSULADO APOS O
DESMAME

Autor: Leonardo Filipe Malavazi Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha

Coorientador: Prof. Dr. Paulo Cesar Pozza

“Dissertagdo apresentada como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de
MESTRE EM ZOOTECNIA, no Programa de
Pds-Graduacéo em Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa — Area de

Concentragéo Producdo Animal”

MARINGA
Estado do Parana
Outubro - 2020



Dados Internacionais de Catalogagdo-na-Publicagao (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringa - PR, Brasil)

F383p

Ferreira, Leonardo Filipe Malavazi

Protocolos para indugéo de artrite em leitdes na fase de aleitamento e avaliagéo do
dleo essencial de laranja microencapsulado apés o desmame / Leonardo Filipe Malavazi
Ferreira. -- Maringa, PR, 2021.

109 f.: il., figs., tabs.

Orientador: Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha.

Coorientador: Prof. Dr. Paulo Cezar Pozza.

Dissertagédo (Mestrado) - Universidade Estadual de Maring4, Centro de Ciéncias
Agrarias, Departamento de Zootecnia, Programa de Pés-Graduagédo em Zootecnia, 2021.

1. Artrite em leitdes - Protocolo para indugao. 2. Aditivos alimentares. 3. Oleo
essencial. 4. Limoneno. 5. Mitigagéo da artrite. |. Castilha, Leandro Dalcin, orient. |l. Pozza,
Paulo Cezar, coorient. |ll. Universidade Estadual de Maringa. Centro de Ciéncias Agrarias.
Departamento de Zootecnia. Programa de Pés-Graduagéo em Zootecnia. IV. Titulo.

CDD 23.ed. 636.4

Ademir Henrique dos Santos - CRB-9/1065




. A'< UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
A CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROTOCOLOS PARA INDUCAO DE ARTRITE EM LEITOES
NA FASE DE ALEITAMENTO E AVALIACAO DO OLEO
ESSENCIAL DE LARANJA MICROENCAPSULADO APOS O
DESMAME

Autor: Leonardo Filipe Malavazi Ferreira
Orientador: Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha

TITULACAO: Mestre em Zootecnia - Area de Concentragdo Produgdo
Animal

APROVADO em 23 de outubro de 2020.

Tt [ ol

Prof. Dr. Ricardo Souza Prof. Dr. Tiago Junior Pasquetti
Vasconcellos

AR

<= AL &
“Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha
Orientador




DEDICATORIA

Dedico esse trabalho ao meu pai, Sr. Elio Donizete Ferreira, a minha mae, Sra.
Helenice Malavazi Ferreira, a minha irma, Janaina de Fatima Malavazi Ferreira, e a minha
namorada, Heloisa Maria Campaner Dias, que sempre me apoiaram e me incentivaram

dando forgas para continuar e conquistar os meus objetivos. Amo muito vocés, obrigado

por tudo!



ii
AGRADECIMENTOS

Primeiramente, meu agradecimento a Deus que sempre se fez presente em minha
jornada, trazendo pessoas em meu caminho que foram essenciais para que eu pudesse
concluir mais essa etapa da minha vida. A minha familia e namorada que nio mediram
esforcos para me ajudar a concluir este trabalho!

A Universidade Estadual de Maringa, por possibilitar meu desenvolvimento pessoal
e profissional durante anos de estudo, concluindo o Curso de Zootecnia e a Pos-
graduacdo; ao Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia (PPZ-UEM) pela grandiosa
oportunidade de realizacdo deste trabalho, e 8 CAPES pela concessédo da bolsa de estudo
durante o curso de mestrado.

Ao meu querido orientador, Prof. Dr. Leandro Dalcin Castilha, e ao meu
coorientador, Paulo Cesar Pozza, por todos os ensinamentos, toda dedicacdo, conselhos,
apoio, paciéncia e companheirismo durante esse periodo.

Aos colegas do grupo de pesquisa, Isabela Ferreira Leal e Maria Paula Campos,
pois sem a ajuda e apoio de vocés ndo seria capaz de desenvolver e concluir este trabalho.

Aos amigos de turma com quem compartilhei algumas horas de estudo e troca de
experiéncias durante esse periodo.

A todos 0s meus amigos da vida que acompanharam toda minha trajetoria, dedico
0 meu muito obrigado.

A todos os profissionais da UEM que direta ou indiretamente contribuiram para
realizacdo deste trabalho. Aos funcionarios da Fazenda Experimental de Iguatemi, em
especial aos do setor de suinos.

Muito Obrigado!



BIOGRAFIA

Leonardo Filipe Malavazi Ferreira, nasceu no dia 17 de Julho de 1994 na cidade de
Apucarana, Parang, Brasil, filho de Elio Donizete Ferreira e Helenice Malavazi Ferreira.

Em Fevereiro de 2013, ingressou no Curso de graduacdo em Zootecnia, na
Universidade Estadual de Maringa, e concluiu em Dezembro de 2017, obtendo o diploma
de Zootecnista em Fevereiro de 2018.

Em marco de 2018, ingressou no Programa de Pés-graduacdo em Zootecnia, em
nivel de mestrado, area de concentracdo Producdo Animal — Nutricdo de monogastricos,
na Universidade Estadual de Maringa. Em outubro de 2020, defendeu sua dissertacéo de

mestrado.



INDICE

LISTADE TABELAS . ... .o Vi

ARTIGO 1: Protocolos para inducéo de artrite em leitdes lactentes e seus
efeitos sobre as variaveis morfoldgicas, estado oxidativo e resposta
inflamatdria apis 0 AESMAME ...........coveiiiieieece e Vi

ARTIGO 2: O éleo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga
os efeitos do estresse oxidativo em leitdes desmamados submetidos a artrite
induzida na fase de aleitamento .........ooooveeiee e vii

LISTADE FIGURAS ... oo viii

ARTIGO 1: Protocolos para inducéo de artrite em leitdes lactentes e seus
efeitos sobre as variaveis morfoldgicas, estado oxidativo e resposta
inflamatdria apis 0 deSMAME ...........cceiiiiiiie e viii

ARTIGO 2: O 6leo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga
os efeitos do estresse oxidativo em leitdes desmamados submetidos a artrite

induzida na fase de aleitamento ............cccveeieiiie e iX
ABSTRACT ..ottt st be e et et e tesreaneere s Xii
I. INTRODUGAO ... tee e esassee s 1
HEL OBIETIVOS ...ttt e 17
ARTIGO L.ttt ettt st s reere s 18

Protocolos para inducéo de artrite em leit0es lactentes e seus efeitos sobre as
variaveis morfologicas, estado oxidativo e resposta inflamatéria apos o

(0 (TS = 0 - PR OUUSTORPPN 18
HIGDIGNTS ..o 19
I 11 oo [UTox= o P UURTURRPR 20
2. Material € MELOAOS ........ceeiuieiiiiece e 21
3. RESUITATOS ..ottt te e re e 27
ST O] 1o U157 T ISP TSPOPPPN 48
ARTIGO 2.ttt et et e et be e re e reenas 53

O oleo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga os efeitos do
estresse oxidativo em leitGes desmamados submetidos a artrite induzida na

fase de aleitamentO ........cccveiiiiecec s 53
HIGNHGNTS oo e 54
L. INEFOTUGED ...ttt 54
2. Material € MELOAOS ........cceeiieieiie e 56
3. RESUITATOS ... 68
4, DISCUSSAD ...cuvviiuiieitie it e iteeete e st e ite e ste e e be e st e e beesbaeebeesaseesbeesaeeebeesaneebeesneeereas 77
ST ©0] 1 (0] 1157 1o TSRS 81

RETEIBNCIAS ... 82



Vi

LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1: Protocolos para inducéo de artrite em leitdes lactentes e seus efeitos
sobre as variaveis morfoldgicas, estado oxidativo e resposta inflamatéria apds o

desmame

Tabela 1. Composic¢do centesimal, quimica e energética das racdes pré-iniciais 1 e Il. 22

Tabela 2. Peso vivo, temperatura superficial e parametros morfologicos da
articulagdo tarso-falange direita de fémeas suinas recém desmamadas com artrite
induzida por adjuvante na fase de 1aCtaGao...........ccccvereereiieie e 28

Tabela 3. Varidveis de estado oxidativo no plasma de fémeas suinas recén
desmamadas, com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo, em diferente:
grupos e protoColoS de INAUGAD. .........ccveriirreie et 34

Tabela 4. Peso relativo e varidveis de estado oxidativo no figado de fémeas suinas
recém desmamadas, com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo, em
diferentes grupos e protocolos de INAUGAD..........c.ccverieieeireic e 36

Tabela 5. Concentracao de proteinas totais, aloumina, globulinas e perfil de proteinas
de fase aguda no soro de fémeas suinas recém desmamadas, com artrite induzida por
adjuvante na fase de lactacdo, em diferentes grupos e protocolos de inducao................ 37

Tabela 6. Infiltracdo de leucocitos no liquido sinovial de fémeas suinas recém
desmamadas, com artrite induzida por adjuvante na fase de lactagdo, em diferentes
grupos e protoColos de INAUGAD. ..........cceeiiiiieeie e 40



ARTIGO 2: O dleo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga

vii

0S

efeitos do estresse oxidativo em leitdes desmamados submetidos a artrite induzida

na fase de aleitamento

Tabela 1. Composigdo centesimal, quimica e energética das ragcdes experimentais
para leitdes dos 7,0 aos 11,0 kg com ou sem antibiotico ou limoneno.............cccceveevenen.

Tabela 2. Concentracdo de produtos empregados na microencapsulacdo do D-
LIMONEN0 9990.......ceuiiiiiiiie ettt ettt nre e

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante do D-Limoneno-
99% e do microencapsulado contendo 5% de LimOoneno...........ccccvevveieeiecvieseesieenenn,

Tabela 4. Composicédo centesimal, quimica e energética da racdo pré-inicial I.............

Tabela 5. Variaveis de desempenho de leitdes recém-desmamados, com ou sem
artrite induzida por adjuvante, alimentados com ragfes contendo ou ndo limoneno e
V0110 o] £ [ o TSP

Tabela 6. Pardmetros bioquimicos plasmaticos de leitbes recém-desmamados, com
ou sem artrite induzida por adjuvante, alimentados com races contendo ou nédo
[IMONENO € ANtIDIOLICO.........ovieiiiiicee e

Tabela 7. Contagem leucocitaria e hematdcrito de leitdes recém-desmamados, com
ou sem artrite induzida por adjuvante, alimentados com ra¢des contendo ou néo
[IMONENO € ANtIDIOLICO.........oiviiiiicicece e

Tabela 8. Parametros oxidativos plasmaticos de leitdes recém-desmamados, com ou
sem artrite induzida por adjuvante, alimentados com ragdes contendo ou néo
[IMONENO € ANtIDIOLICO.........coviii e e

Tabela 9. Desdobramento da interacéo para capacidade antioxidante total (ABTS) no
plasma de leitGes recém-desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante,
alimentados com ragfes contendo ou ndo limoneno e antibidtico..............ccccvvveeeieneen,

56

59

60

62

67

68

69

70



viii

LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Diferenca entre a membrana de células Gram-positavas e Gram-negativas
que influencia no mecanismo de acao dos 6leos essenciais (A). Principais efeitos do
uso de Gleos essenciais em substituicao aos antibidticos melhoradores de desempenho
para suinos na fase de creche, crescimento e terminacdo (B). Fonte: Adaptado de
Barreto (2019).......i it nneens

Figura 2. Estrutura do limoneno (1-metil-4- (1-metiletenil)) (Murali et al., 2012)........

10

ARTIGO 1: Protocolos para inducéo de artrite em leitdes lactentes e seus efeitos

sobre as variaveis morfologicas, estado oxidativo e resposta inflamatéria apos o

desmame

Figura 1. Peso vivo (kg) de fémeas suinas com artrite induzida por adjuvante na fase
de lactacdo em diferentes grupos e protocolos de inducdo (A) ou em diferentes dias
de avaliagdo pPOS-deSMAME (B).......cuoviiiiiiiiiieieie e

Figura 2. Temperatura superficial (°C) da articulagdo tarso-falange direita de fémeas
suinas com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo em diferentes grupos e
protocolos de inducdo (A) ou em diferentes dias de avaliacdo pos-desmame (B)..........

Figura 3. Perimetro (cm/kg) da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas
com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo em diferentes grupos e
protocolos de inducdo (A) ou em diferentes dias de avaliacao pos-desmame (B)..........

Figura 4. Diametro (cm/kg) da articulacéo tarso-falange direita de fémeas suinas com
artrite induzida por adjuvante na fase de lactagcdo em diferentes grupos e protocolos
de inducéo (A) ou em diferentes dias de avaliacdo pos-desmame (B)...........ccccovevernenne.

Figura 5. Volume (mL/kg) da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas com
artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo em diferentes grupos e protocolos
de inducéo (A) ou em diferentes dias de avaliacdo pos-desmame (B)...........cccccveverunnne.

Figura 6. Imagens termogréaficas dos membros posteriores de uma fémea suina recém
desmamada (21 dias de idade) do grupo positivo (A) e de outra do grupo controle (B).

Figura 7. Glutationa reduzida — GSH (A), Capacidade antioxidante total — TAC (B),
Tiois (C) e Proteinas carboniladas (D) no plasma de fémeas suinas com artrite
induzida por adjuvante na fase de lactacdo em diferentes grupos e protocolos de
1T LU o T TSRS

29

30

31

32

33

34



Figura 8. Peso relativo de figado (A), Catalase (B), Superdxido dismutase (C) e
Proteinas carboniladas (D) no tecido hepatico de fémeas suinas com artrite induzida
por adjuvante na fase de lactagéo, em diferentes grupos e protocolos de inducdo..........

Figura 9. Proteinas totais (A), Albumina (B), Globulinas (C) e relacdo
Albumina:Globulinas (D) no soro de fémeas suinas com artrite induzida por
adjuvante na fase de lactacdo, em diferentes grupos e protocolos de inducao................

Figura 10. Imunoglobulina A — IgA (A), Imunoglobulina G — 1gG (B), Transferrina
(C), Ceruloplasmina (D), Haptoglobina (E) e al-glicoproteina acida (F) no soro de
fémeas suinas com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacdo, em diferentes
grupos € ProtoColoS de INAUGED. ........c.eeiiiiiie ittt

Figura 11. Leucograma do liquido sinovial de fémeas suinas com artrite induzida por
adjuvante na fase de lactacdo, em diferentes grupos e protocolos de inducéo................

36

38

39

ARTIGO 2: O dleo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga os

efeitos do estresse oxidativo em leitdes desmamados submetidos a artrite induzida

na fase de aleitamento

Figura 1. Peso vivo (kg) de leitdes recém-desmamados, com ou sem artrite induzida
por adjuvante (A), alimentados com ragdes contendo ou ndo limoneno e antibidtico
(B) em diferentes dias de avaliaGo pAsS-deSmMame...........ccceevevieiiieieesesiece e

Figura 2. Temperatura supercial (°C) do membro posterior direito de leitGes recém-
desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ragdes
contendo ou ndo limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliacdo pos-
0 [o] 0T TSR SSORPRN

Figura 3. Perimetro (cm/kg) do membro posterior direito de leitdes recém-
desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ragdes
contendo ou nao limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliacdo pds-
ESIMAMIE. ..ttt b et e bt et e et e bt et et e Rt e bt e reeneeere e teanee s

Figura 4. Diametro (cm/kg) do membro posterior direito de leitdes recém-
desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ragdes
contendo ou ndo limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliacdo pos-
ABSIMAIMIE. ...ttt bbb bbbttt ettt b bt s et et bbb

Figura 5. Volume (mL/kg) do membro posterior direito de leitdes recém-
desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ragdes
contendo ou ndo limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliacdo pds-
ESIMAMIE. ..ttt r e b e e e st et e e s te e s e be e teen e e ene e teeneenreenteenee s

71

72

73

74



RESUMO

Artrites sdo inflamac6es articulares que geram atraso no desenvolvimento de leitGes,
perda de peso, resposta inflamatoria e estresse oxidativo. Considerando a necessidade de
padronizacdo de um método para inducéo de artrite em leitdes, para uso em pesquisas que
busquem mitigar seus efeitos, o presente estudo foi realizado com objetivo de determinar
uma metodologia de inducdo de artrite na fase de lactagdo e posterior utilizacdo dietética
de 6leo de laranja microencapsulado em substituicéo total ou parcial a antibiotico, por ser
um produto com alto teor de polifendis e flavonoides, com potencial de mitigar os efeitos

secundarios da inflamacdo articular, devido as suas propriedades antimicrobianas e

antioxidantes. Experimento I: Foram utilizadas 48 fémeas suinas mesticas (Topigs X
AGPIC 425), com idade inicial de 7 dias e peso médio inicial de 1,76 + 0,28 kg. Metade
desses animais (n=24) foi submetida a inducéo de artrite, na articulacao tarso-falange do
membro posterior direito, através de injecdo intradérmica de adjuvante completo de
FREUND (Mycobacterium tuberculosis derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas
pelo calor, suspendidas em dleo mineral 0,5% (w/v)). Foram testados os protocolos de
aplicacdo I (7 dias de idade - 0,1 mL de adjuvante), Il (7 e 14 dias de idade - 0,2 mL de
adjuvante), 111 (14 e 21 dias de idade - 0,2 mL de adjuvante) e IV (7, 14 e 21 dias de idade
- 0,3 mL de adjuvante). A outra metade dos animais (n=24) foi submetida ao mesmo
manejo, porém com aplicacBes de soro fisioldgico (0,9%). Todos os animais foram
desmamados aos 21 dias de idade e alojados individualmente em baias de creche por 15
dias, para as avaliagcGes pés-desmame. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, com quatro protocolos de inducdo do grupo positivo (adjuvante) e quatro
do controle (soro fisioldgico), com 6 repeticdes por tratamento e um animal por unidade
experimental. As avaliacGes de peso vivo, temperatura superficial e morfologia articular
foram realizadas no dia do desmame (dia 0), aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias pds desmame. No
Gltimo dia, foram realizadas as coletas de sangue para determinacdo plasmatica de GSH,
TAC, tidis e proteinas carboniladas, e dosagem sérica das proteinas de fase aguda, além
de coleta de figado para determinacdo da catalase, SOD e proteinas carboniladas, e de
liquido sinovial para a contagem de leucdécitos. Todos os protocolos de inducéo resultam
na manifestacdo da doenca na fase pos-desmame. A aplicacdo de adjuvante aos 7 dias é
o protocolo indicado, devido a viabilidade técnica, pois 0s animais sdo mais leves, de facil

contengdo e utiliza-se apenas uma dose de adjuvante. Experimento Il: Foram utilizadas

64 fémeas suinas com peso médio inicial de 5,67 + 0,18 kg, desmamadas aos 21 dias. Os



Xi

animais foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, em
esquema fatorial 2 X 4, cujos tratamentos consistiram na inducdo de artrite por adjuvante
ou ndo e 4 racgdes experimentais. Foram utilizadas 8 repeti¢fes por tratamento e um
animal por unidade experimental. Os tratamentos avaliados foram: controle negativo
(racdo sem adigdo de antibiotico ou limoneno), controle positivo (racdo com antibidtico:
300 ppm de lincomicina 44%), limoneno (racdo com limoneno: 500 ppm de D-limoneno
12,38%) e limoneno + antibidtico (racdo com limoneno: 250 ppm de D-limoneno 12,38%
+ antibidtico: 150 ppm de lincomicina 44%). Foram mensuradas variaveis de
desempenho, parametros morfoldgicos, bioquimicos, hematoldgicos e de estado
oxidativo no sangue dos leitbes recém-desmamados. A inducéo de artrite por adjuvante
na lactacdo resulta em queda de peso vivo ao desmame, piora no desempenho, estresse
inflamatorio e oxidativo, elevacao de temperatura superficial e das varidveis morfoldgicas
da articulacdo. O uso de Limoneno microencapsulado (500 ppm de D-limoneno 12,38%)
ou de Limoneno microencapsulado + Antibiotico (250 ppm de D-limoneno 12,38% + 150
ppm de lincomicina 44%) mitigam os efeitos do estresse oxidativo em animais na fase

p6s-desmame gerados pela artrite induzida na fase de lactacéo.

Palavras-chave: Coproduto da laranja, Inflamagdes em suinos, Limoneno.
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ABSTRACT

Arthritis is joint inflammation that causes piglet development delay, weight loss,
inflammatory response and oxidative stress. Need for standardization of a method to
induce arthritis in piglets, for use in research that seeks to mitigate its effects, the present
study was carried out with the objective of determining an arthritis induction
methodology in the lactation phase and subsequent dietary use of orange oil
microencapsulated to replace antibiotics, as it is a product with a high content of
polyphenols and flavonoids, with the potential to mitigate the effects of joint
inflammation, due to its antimicrobial and antioxidant properties. Experiment I. 48
crossbred gilts (Topigs x AGPIC 425) were used, with an initial age of 7 days and an
average initial weight of 1.76 £ 0.28 kg. Half of these animals (n = 24) were submitted to
arthritis induction, in the tarsophalange joint of the right posterior limb, through
intradermal injection of complete FREUND adjuvant (Mycobacterium tuberculosis
derived from human H37Rv strain and inactivated by heat, suspended in oil mineral 0.5%
(w/v)). Application protocols I (7 days old - 0.1 ml of adjuvant), Il (7 and 14 days of age
- 0.2 ml of adjuvant), 111 (14 and 21 days of age - 0.2 mL of adjuvant) and 1V (7, 14 and
21 days of age - 0.3 mL of adjuvant). The other half of the animals (n = 24) were submitted
to the same management, but with saline applications (0.9%). All animals were weaned
at 21 days of age and housed individually in a swine nursery for 15 days, for post-weaning
assessments. The experimental design was in randomized blocks, with four protocols for
induction of the positive group (adjuvant) and four of the control (saline), with 6 replicates
per treatment and one animal per experimental unit. Assessments of live weight, surface
temperature and joint morphology were performed on the day of weaning (day 0), at 3, 6,
9, 12 and 15 days after weaning. On the last day, blood samples were taken for plasma
determination of GSH, TAC, thiols and carbonylated proteins, and serum measurement
of acute phase proteins, in addition to liver collection for the determination of catalase,
SOD and carbonylated proteins and synovial fluid for leukocyte count. All arthritis
induction protocols for piglets in the lactation phase result in the manifestation of the
disease in the post-weaning phase. The application of adjuvant at 7 days is the indicated
protocol, due to the technical feasibility, as the animals are lighter, easy to contain and
only one dose of adjuvant is used. Experiment 11: 64 gilts with an average initial weight
of 5.67 + 0.18 kg were used, weaned at 21 days. The animals were distributed in a
randomized block design, in a 2 X 4 factorial scheme, whose treatments consisted of



Xiii

inducing arthritis by adjuvant or not and 4 experimental diets. Eight replicates per
treatment and one animal per experimental unit were used. The evaluated treatments
were: negative control (ration without addition of antibiotic or limonene), positive control
(ration with antibiotic: 300 ppm of lincomycin 44%), limonene (ration with limonene:
500 ppm of D-limonene 12.38%) and limonene + antibiotic (diet with limonene: 250 ppm
of D-limonene 12.38% + antibiotic: 150 ppm of lincomycin 44%). Performance variables,
morphological, biochemical, hematological parameters and oxidative status were
measured in the blood of newly weaned piglets. The induction of arthritis by adjuvant in
lactation results in a drop in live weight at weaning, worsening in performance,
inflammatory and oxidative stress, elevation of surface temperature and joint
morphological variables. The use of microencapsulated Limonene (500 ppm D-limonene
12.38%) or microencapsulated Limonene + Antibiotic (250 ppm D-limonene 12.38% +
150 ppm lincomycin 44%) mitigate the effects of oxidative stress in animals in the post-

weaning phase generated by arthritis induced in the lactation phase.

Keywords: Orange by-products, Inflammation in swine, Limonene.



I. INTRODUCAO

A producdo mundial de carne suina, em 2017, foi de 110,961 milhdes de toneladas.
O Brasil é 0 4° maior produtor mundial e 0 4° maior do ranking em exportagdo de carne
suina, com uma producdo de 3.759 milhdes de toneladas (3% do total da producédo
mundial), ficando atras da Unido Europeia, Estados Unidos e Canada (ABPA, 2018). No
Brasil, o consumo de carne suina per capita/ano é de 14,7 quilos, sendo o pais 0 sexto maior
consumidor, fazendo da suinocultura uma atividade muito importante e de crescimento
constante (Antunes, 2018).

Para atender a demanda cada vez mais crescente, a producdo racional de suinos, nos
altimos anos, vem sendo desenvolvida em sistema intensivo, baseada em confinamento
total em todas as fases de producéo. Isso tem gerado uma densidade populacional cada
vez maior, 0 que tem potencializado maiores desafios sanitarios, especialmente em
granjas em que as praticas de higienizacdo nao sao eficientes. Isso tem propiciado o
desenvolvimento de enfermidades diversas, dentre as quais as artrites vém apresentando
grande importancia (Dias et al., 2014).

As artrites sdo inflamagdes articulares causadas principalmente por infecgéo
bacteriana decorrente de manejo sanitario ou profilatico inadequados, que acometem
principalmente os leitdes, causando atraso no crescimento, descarte precoce, formagéao de
animais refugos, ébitos ou condenacdo de carcacgas nos abatedouros (Hill, 1992; Morés et
al., 2000; Alberton et al., 2003).

Por se tratar de um processo inflamatério, a artrite resulta em alteracdes metabolicas
que aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO) e outras espécies
reativas. Essas ERO naturalmente fazem parte do metabolismo dos animais como
consequéncia do metabolismo do oxigénio molecular (O2) e ttm como fungédo, em
condigles normais, eliminar agentes agressores. Caso ocorra estresse oxidativo, 0
organismo reage com o sistema antioxidante, a fim de restabelecer o equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes. O sistema antioxidante pode ser divido em enzimatico e ndo
enzimatico. As principais enzimas antioxidantes sdo o complexo da glutationa peroxidase
(GSH-Px), a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (Ferreira e Matsubara,
1997; Vasconcelos et al., 2007).

Neste sentido, produtos com alto teor de polifendis e flavonoides despertam
interesse devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, com enorme

potencial de prevencdo ou mitigacdo de artrites em suinos. As principais fontes de



compostos fenolicos sdo frutas citricas, como limdo, laranja e tangerina, ou seus residuos
industriais, apds a extracdo do suco (Davis, 2004).

Oleos essenciais sdo exemplos de aditivos alimentares que podem aprimorar a
defesa imunoldgica dos suinos durante situacgdes criticas, elevando a defesa antioxidante
ndo enzimatica e auxiliando no status sanitario do organismo (Franz et al., 2010).
Tartrakoon et al. (2009) avaliaram a incluséo deste 0leo citrico, somada a outros (cravo e
menta), de 0,5% deste blend (5mL/kg) na dieta de leitdes recém-desmamados e
observaram melhora na resposta imune e no desempenho dos animais.

Sendo assim, objetivou-se com este trabalho avaliar diferentes protocolos de
inducdo de artrite por adjuvante em leitdes na fase de lactacdo e seus efeitos na fase pds
desmame, além de avaliar o dleo essencial de laranja sobre o desempenho, parametros
bioguimicos, hematoldgicos e de estado oxidativo no sangue dos leitbes com ou sem

artrite induzida.



Il. REVISAO DE LITERATURA

ESTRESSE NO DESMAME DE LEITOES

O desmame é um dos periodos mais estressantes para 0s suinos e que inicia a fase
de creche, quando é realizada a separa¢do dos animais de suas mdes, a mistura com
animais desconhecidos, a mudanca da alimentacéo liquida para a solida e a alteracéo do
ambiente (Andrade et al., 2015). Estes fatores, associados a imaturidade fisioldgica e
imunoldgica dos leitdes, tornam o ambiente gastrointestinal propicio a proliferagdo de
microrganismos patogénicos, podendo aumentar as desordens entéricas como ocorréncia
de diarreias, menor digestdo e absorcdo de nutrientes dietéticos e, consequentemente,
piora no desempenho (Pluske et al., 2003; Gomez, et al., 2015).

A incapacidade de lidar com todos os desafios do desmame pode resultar em danos
ao sistema imunoldgico, com consequéncias que vdo desde problemas intestinais
(diarreias) até infeccdes oportunistas, inapeténcia, cacexia e Obito de leitdes, que
costumam ocorrer imediatamente apds o periodo de desmame (Campbell et al., 2013;
Montagne et al., 2003).

Quando se trata de desafios, as instalacOes e os manejos da producdo sdo fatores
importantes a se considerar pois casos como condicdes e tipo de piso da instalacdo e de
comedouros, aliados a frequéncia de limpeza e cuidados em geral, podem ser a causa de
possiveis quadros de infeccdo nos animais, reduzindo seu potencial imunolégico. Sao
questBes multifatoriais que vdo desde a secagem do leitdo recém-nascido até manejos
mais invasivos, por exemplo o corte de umbigo, a castracdo, o corte de dentes e da cauda
(Jayaraman e Nyachoti, 2017).

As infeccOes sdo oportunistas e afetam os animais mais susceptiveis. A realizagédo
do manejo inadequado ou uso de instalacdo improépria, podem causar feridas nos animais
e prejudicar o seu desenvolvimento. Como exemplos, as mordidas constantes na cauda
ou as feridas corporais dos animais podem ocorrer em casos de manejo inadequado ou
uso de instalacdo impropria, favorecendo a contaminacdo e ploriferacdo de bactérias

patogénicas (Jayaraman e Nyachoti, 2017; Veit et al., 2017).

ARTRITES E OUTRAS INFLAMACOES
As artrites sdo inflamacdes articulares que podem acometer os suinos em qualquer

faixa etéria, causando perdas econdmicas por atraso no crescimento, descarte precoce de



reprodutores, gastos com medicamentos, mao de obra, formacdo de animais refugos,
Obitos ou condenacéo de carcacas nos abatedouros.

As principais causas de artrite nos suinos jovens sao a infeccdo por Streptococcus
sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli, Pasteurella
multocida, entre outros agentes (Jonhston et al., 1987; Friede & Segall, 1996). As areas
afetadas apresentam-se inflamadas, com febre local, articulagGes inchadas, com presenca
de exsudato, que pode ser seroso, sanguinolento e até purulento. Os animais artriticos
mostram andar dificil e claudicante, apresentam atraso no desenvolvimento e, as vezes,
perda de peso, inapeténcia e ainda temperatura retal e corporal elevadas (Graciano et al.,
2014). As articulagcdes mais comumente afetadas sdo a tarso-falange, umero-radioulnar,
fémur-tibio-patelar, coxo-femural e escapuloumeral (Tittiger e Alexander, 1971; Cross e
Edwards, 1981).

A contaminagdo pode ocorrer nos primeiros dias de vida dos leitdes, onde baias
com pisos extremamente asperos (concreto), molhados, compactos ou ripados, mas
mantidos sujos (fezes da matriz e dos leitdes) potencializam a contaminacao bacteriana
(Madec e Fourichon, 1990). Outros fatores predisponentes ainda podem ser o corte de
dentes mal feitos (ferimentos nas gengivas, alicates sujos, mal desinfetados ou sem fio);
o0 corte de umbigo sem a devida assepsia, ou cortado muito comprido (arrastando pelo
piso da baia); e corte da cauda muito curto, provocando sangramento (Morés et al., 2000;
Morés et al., 2003).

Em uma produgcdo intensiva, o periodo de aleitamento é um constante desafio para
os animais. O manejo de corte do umbigo, além de necessario, deve seguir processos
certos, com uso de equipamentos corretos e solugdes antsépticas adequadas, pois 0
simples fato de deixar o umbigo aberto pode gerar onfalites e outros tipos de inflamacdes
como artrites. O corte da castracdo, quando feito com equipamentos ndo esterilizados,
pode se tornar a porta de entrada para bactérias oportunistas. Além deste fato, machos
castrados apresentam um nivel maior de cortisol circulante quando comparados com nédo
castrados, influenciando diretamente na eficiéncia de ativacdo do sistema imunolégico.
(Moya et al. 2008; Jayaraman e Nyachoti, 2017).

A marcagdo do rebanho, seja por mossa ou brinco, e até mesmo 0s manejos
profilaticos e preventivos podem gerar processos inflamatorios por contaminagédo
indireta. Nestes casos, 0s animais ficam susceptiveis a formas de contaminagéo
secundaria, pois suas defesas podem estar suprimidas e 0 manejo pode se tornar o

principal meio de contaminacgéo (Baker, 2011; Jayaraman e Nyachoti, 2017).



ESTRESSE OXIDATIVO E RESPOSTA INFLAMATORIA

A artrite infecciosa leva a uma resposta imunoldgica de producdo e mobilizagdo de
linfécitos, macréfagos, fibroblastos e principalmente citocinas pro-inflamatorias. Essas
citocinas sdo produtos gerados por diversas células no local de infeccdo e tém funcéo de
influenciar na atividade, diferenciacdo, sobrevivéncia das células imunes, e regular a
producdo de outras citocinas. Atuam de forma paracrina e autdcrina, por efeito cascata,
influenciando na producdo de mais citocinas. Essas substancias ativam mensageiros
intracelulares que regulam a transcri¢do génica, atuando sobre a producédo e a resposta
das citocinas. Dentre as citocinas pro-inflamatorias, destacam-se as interleucinas-1 (IL-
1), IL-2, IL-6, IL-7 e fator de necrose tumoral (FNT), que tém como fungéo estimular os
neutrofilos e macrofagos a secretarem espécies reativas de oxigénio (ERO) no liquido
sinovial da articulacdo, para agirem como moderadores da lesao tecidual (Comar et al.,
2013; Oliveira et al., 2011).

As ERO s&o encontradas no metabolismo aerdbio incompleto, em que o oxigénio
molecular (O2) sofre reducdo de forma incompleta, formando intermediarios reativos,
como superdxido (O2), hidroperoxila (HO2), hidroxila (OH") e perdxido de hidrogénio
(H202). As ERO estdo em equilibrio com os agentes antioxidantes, porém durante um
quadro de infeccdo, ocorre uma producao excessiva de ERO que agem sobre as proprias
células do organismo (Andrade et al., 2010; Vasconcelos et al., 2007).

De maneira geral, a atuacdo do sistema antioxidante pode ser enzimética ou nao
enzimatica. O sistema enzimatico é representado pelas enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) que atuam com
a utilizacdo da glutationa reduzida (GSH) como cofator (Vasconcelos et al., 2007). H&
também o grupamento tiol, que em conjunto com pequenas moléculas, em especial
cisteina, reduz as ERO através de um sistema cisteina/cistina (McBean, 2017).

Além do sistema antioxidante, ha também a atuacdo do sistema imunoldgico no
figado, que serd acionado no processo de inflamacdo. O funcionamento se da pelo
aumento ou diminuicdo da concentracdo sérica de proteinas de fase aguda devido ao dano
tecidual. Ao correlacionar com outros métodos de avaliacdo, pode-se monitorar e
confirmar a presenca de infeccdes e atividade inflamatoria (Cray; Zaias; Altman, 2009;
Neto; Carvalho, 2009). Outro dano causado pelo estresse oxidativo € a oxidacdo de
proteinas, induzida pelas ERO através de diversos mecanismos, formando as proteinas

carboniladas (Vasconcelos et al., 2007).



SUBSTITUICAO DOS ANTIBIOTICOS POR ADITIVOS NATURAIS

O aumento das restricBes do uso de antibioticos na producédo de proteina animal
devido a associacdo com bactérias resistentes e o posterior consumo humano desta
proteina, causa grande anceio na pesquisa mundial para encontrar solucGes viaveis que
sejam usadas na producdo intensiva. A restricdo do uso de antibidticos na alimentagédo
animal pode reduzir em até 15% a concentracdo de bactérias resistentes do organismo
animal, beneficiando a satide humana, porém ainda ndo existe relato do impacto desta
alternativa na inddstria de insumos e na producdo mundial de proteina animal (Tang et
al., 2017). Mediante relato de Saad e Ahmed (2018), o uso de antibidtico na producéo
animal ainda é fundamental. Neste sentido, pesquisadores buscam avaliar compostos que
possam substituir totalmente ou parcialmente os antibioticos dietéticos da producdo
animal (Hoelzer et al., 2018).

Os antibidticos promotores de crescimento tém sido amplamente utilizados em
dietas para suinos, especialmente em dietas de creche, para controlar a incidéncia de
diarreia pos-desmame e para melhorar o desempenho de crescimento (Van Boeckel et al.,
2015). As enzimas, 0s probidticos, os acidos organicos, 6leos essenciais ou a combinagéo
(efeito sinérgico) sdo abordagens promissoras para substituicdo dos antibi6ticos da dieta
animal. A eficiéncia da utilizacdo de 0leos essenciais dietéticos cresce dia apos dia, pois
0 uso de novas tecnologias para implantagdo do 6leo e outros compostos na dieta,
potencializam as pesquisas mundiais (Omonijo et al., 2018).

Os compostos comumente pesquisados para suinos sdo o carvacrol, o timol, citral,
eugenol, cinamaldeido. Estdo dentro do grupo de 6leos essenciais e podem causar danos
na parde celular de alguns tipos de bactérias, sendo que cada um pode apresentar
resultados diferentes no organismo animal (Yap et al., 2014). Foi exposto em um trabalho
realizado por Yang et al (2015), as concentracbes minimas de 6leos essenciais contra
varios patdgenos bacterianos, demonstrando resultados promissores que estimulam mais
pesquisas. Os 6leos essenciais podem proporcionar varios beneficios a saude animal e
humana, sendo uma alternativa promissora uso em substituicdo aos antibidticos (Tang et
al., 2017).



USO DE OLEOS ESSENCIAIS EM DIETAS PARA LEITOES

O uso de aditivos naturais para o controle de doencas em humanos, plantas e
animais € de interesse cientifico e industrial. O avango da tecnologia traz beneficios para
identifacdo e caracterizacdo de componentes bioativos presentes nas plantas, além de
melhorar o entendimento sobre 0 mecanismo de a¢do para 0 UsSO preciso no campo de
pesquisa e industria (Costa et al., 2013).

Promotores de crescimento sdo usados para melhorar o desempenho dos leitdes
durante o periodo de desmame. Contudo, a possivel resisténcia cruzada bacteriana limitou
0 uso de antibidticos como promotores de crescimento (Brenes e Roura, 2010). Assim, 0
potencial de extratos vegetais, 6leos essenciais, e seus compostos purificados esta sendo
investigado como alternativa estratégica de alimentacao para melhorar o desempenho dos
animais desmamados durante esse periodo (Hashemi e Davoodi, 2011).

Os Oleos essenciais podem apresentar atividade antimicrobiana e varias outras
caracteristicas como antitumoral, antifingica e antioxidante (Bendaoud et al., 2010;
Johann et al., 2010; Matsuo et al., 2011). O aumento de restricdes referentes ao uso de
promotores de crescimento na producdo animal (Mapa, 2020), é o principal fator que
impulsiona o uso de dleos essenciais nas pesquisas para aprimorar ou até mesmo manter
os padrdes de desempenho animal em producéo livre de antibidticos.

Além de promotor de crescimento, os 6leos essenciais atuam também no tratamento
terapéutico de doencas gastrointestinais em leitdes recém-desmamados, pois apresentam
a capacidade de modular a flora microbiana. (Dong et al., 2019). Em estudo com leitdes,
a substituicdo completa de antibidtico por um blend contendo 6leos essenciais, com
incluséo de 0,2%, melhorou o desempenho e causou efeito imunomodulador positivo
nestes animais (Xu et al., 2020).

Em estudo com leitBes, a substitui¢do parcial de antibiotico por um blend contendo
6leos essenciais, com inclusdo de 0,2%, melhorou o desempenho e causou efeito
imunomodulador positivo nestes animais (Xu et al., 2020). Além de auxiliar no
crescimento, os Gleos essenciais atuam também no tratamento terapéutico de doencas
gastrointestinais em leitbes recém-desmamados, pois apresentam a capacidade de
modular a flora microbiana (Dong et al., 2019).

A modula¢do microbiana causada pelos 6leos essenciais estd fortemente ligada a
sua hidrofobicidade. O mecanismo de acéo é diferente entre os tipos de bactérias, mas o

principio é 0 mesmo: causar perturbacdo na permeabilidade da membrana celular e na



homeostase pela perda de componentes celulares, influxo de outras substancias, podendo
levar a apoptose celular (Figura 1-A) (O’Bryan et al., 2015). Embora os resultados sobre
desempenho ndo sejam perceptiveis nas fases jovens, o uso de 6leos essenciais em leitdes

pode gerar resultados satisfatorios a longo prazo (Figura 1-B) (Barreto ,2019).
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Figura 1. Diferenca entre a membrana de células Gram-positavas e Gram-negativas que
influencia no mecanismo de acéo dos 6leos essenciais (A). Principais efeitos do uso de
Oleos essenciais em substituicdo aos antibidticos melhoradores de desempenho para
suinos na fase de creche, crescimento e terminacdo (B). Fonte: Adaptado de Barreto
(2019).

A parede celular de bactérias Gram-positivas € constituida principalmente de
peptideoglicanos ligados a outras moléculas, como proteinas, fato que facilita a atuacéo
de compostos hidrofébicos encontrados nos Oleos essenciais. J& Bactérias Gram-
negativas sdo constituidas principalmente por lipopolissacarideos hidrofilicos e uma

fracdo menor de peptideoglicanos, o que dificulta a acdo dos 6leos essenciais, resultando



em diferentes respostas fisiologicas (O’Bryan et al., 2015, Zhai et al., 2018; Yang et al.,
2019).

Sendo assim, a suplementacdo dietética com blend de dleos essenciais é utilizada
para substituir de forma parcial ou total os antibidticos da dieta animal. Em dietas para
leitdes, por exemplo, a substituicdo total da tilosina pode aprimorar o ganho de peso pds-
desmame, melhorar as caracteristicas das fezes e aumentar a digestibilidade dos nutrientes
devido a modulagdo microbiana (Huang et al., 2010), sendo que os principais resultados
para leitdes em fase de creche sdo referentes a resposta imunoldgica (Barreto, 2019).

Existe certa cautela nas pesquisas para determinar com exatiddo os mecanismos de
acao antimicrobiana do 6leo essencial in vivo devido a gama de microorganismos presente
no sistema digestorio destes animais e a dinamica de modulacdo causada por fatores
extrinsecos, por isso a abordagem destes compostos na alimentacdo animal predomina
como promotores de crescimento, no entanto, alguns mecanismos de ag¢éo antimicrobiana
ja sdo estabelecidos in vitro (Vanrolleghem et al., 2019).

Pesquisas antigas ja revelaram que os 6leos essenciais de orégano, tomilho, coentro,
cravo, laranja e seus compostos geralmente s@o hidrofébicos e podem ter caracteristicas
de perturbacdo da membrana ou mesmo de ruptura de membrana de alguns grupos de
bactérias, como citado acima (Helander et al., 1998). No entanto, in vivo, as concentracdes
para a apoptose das células sdo muito acima do limite de sabor toleravel pelos animais.
Portanto, na pratica, a maioria dos 6leos essenciais sdo utilizados em concentracfes que
podem apenas ter efeitos de inibicdo do crescimento de microrganismo (Brul e Coote,
1999).

Em uma série de estudos, os efeitos dos 6leos essenciais na inflamacéo, estresse
oxidativo, microbioma, quimiossensibilizacdo intestinal levaram a um melhor
desempenho de producéo de animais alimentados com 6leos essenciais. Foi demonstrado
que os Oleos essenciais sdo boas alternativas de antibioticos em ra¢des para a producéo
de suinos, pois possuem propriedades que, além de acdo moduladora de microrganismos,
também atuam como agentes antioxidantes (Omonijo et al., 2018). Justamente, mais
estudos que avaliem diferentes fontes e niveis de 6leos essenciais em dietas para suinos
sdo importantes para aderir eficientemente as constantes adequacdes referentes a satde,

bem estar, viabilidade e aprimoramento da producao.
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OLEO DE LARANJA (LIMONENO)

A laranja é amplamente comercializada no Brasil, principalmente nos Estados de
Sdo Paulo e Parana. A maior parte desta producdo é direcionada ao mercado de suco,
tanto para exportacdo quanto para demanda interna. O bagaco se torna um residuo neste
processo, porém sua comercializagdo para alimentacdo animal pode ser realizada de modo
in natura ou desidratada. Um coproduto que se destaca nesse residuo € o 6leo da casca,
onde se encontra a maior concentracdo de dleo na fruta (De Barros et al., 2019).

O D-limoneno ou limoneno (Figura 2) é um dos terpenos mais comuns da natureza.
E um constituinte importante em varios 6leos citricos (laranja, liméo, tangerina, limio e
toranja). Este composto € principalmente caracterizado como agente aromatizante e pode
ser encontrado em alimentos comuns, como sucos de frutas, refrigerantes, sorvetes,
pudins, balas e também em consméticos como shampoos e cremes (Sun et al., 2007; Wang
et al., 2012). A grande maioria dos terpenos esta no éleo da laranja, sendo o limoneno o

mais abundante.
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Figura 2. Estrutura do limoneno (1-metil-4- (1-metiletenil)) (Murali et al., 2012)

O residuo industrial da laranja é amplamente reaproveitado pela industria
farmacéutica, cosmética e de alimentos. A captacdo do limoneno é convencionalmente
realizada por extracdo usando solvente hexano. Também pode ser realizada destilacdo a
vapor, extragdo por micro-ondas e outros, porém varios estudos buscam alternativas
sempre mais eficientes que reduzem 0s custos e 0s impactos por uso de solventes
organicos, para obtencdo mais pura possivel deste composto (Sun et al., 2009; Ozturk et
al., 2019).

Algumas varidveis como tipo de reagentes, temperatura e equipamentos podem

influenciar na pureza do produto final, pois o 6leo é altamente volatil e inicialmente se
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encontra de forma complexada a casca da laranja (Filly et al., 2015; Bonon et al., 2020).
Ap0s a extracdo mais eficiente, o limoneno é amplamente utilizado em pesquisas que
exploram a sua atuacdo em vias metabdlicas promovendo bem estar e aprimorando efeitos
benéficos a salde (Vieira et al., 2018).

Ainda séo necessarios mais estudos sobre a atuagédo in vivo do limoneno, porém ja
existem algumas evidémcias no seu uso para controle de diabetes. O limoneno tem um
papel na inibicdo da atividade da enzima aldose redutase, atrasando o desenvolvimento
de cataratas decorrente da diabetes em ratos (Kumar et al., 2020). Outros estudos
afirmaram o uso do limoneno como agente antioxidante que reduz a peroxidacéo lipidica
e otimiza a atividade de enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa-S-transferase (Murali, 2013; Bai et al., 2016).

Em alguns casos, o limoneno ndo apresenta efeito antibacteriano clinicamente
significativo, mas pode modular a agdo dos antibidticos contra as bactérias resistentes a
maultiplas drogas (De Aradujo et al., 2020). Essa modulacdo e controle bacteriano pode
auxiliar na preservacao de alimentos (Shao et al., 2018) e na reducéo de crescimento de
bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Proteus vulgaris, Staphylococcus epidermidis e outras cepas fungicas como Aspergillus
flavus e Trichophyton alba (Khan et al., 2012), demonstrando sua ampla atuacéo sinérgica
a saude e bem estar de humanos e animais.

E necessaria a microencapsulacdo do limoneno para que ele seja adicionado em
dietas para animais, pois no estado liquido os compostos bioativos sdo altamente volateis
no meio, se tornando inviavel a utilizacdo (Song et al., 2018). Para isso, sdo utilizados
equipamentos como Spray Dryer. O 06leo extraido é misturado com carboidratos
altamente soluveis, agua e emulsificantes para que seja secado no equipamento. Essa acdo
previne a evaporacgdo e auxilia na preservacao do 6leo no trato digestorio, promovendo
maior utilizacdo do aditivo (Rubiano et al., 2015). Mediante o constante cenario de
restricdo do uso de antibidticos na dieta animal, a aplicacdo de novas tecnologias para se
obter mais eficiéncia na utilizacdo de aditivos orgéanicos, como limoneno, estimula a
criacdo de novas pesquisas (Tang et al., 2017). Declarada a importancia do uso de
moduladores microbianos na produdo intensiva de suinos, a linha de pesquisa para as

fontes alternativas se torna fundamental neste contexto (Saad e Ahmed, 2018).
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I11. OBJETIVOS

Determinar um protocolo de inducdo de artrite por meio de adjuvante completo,
para leitbes em fase de aleitamento, com base em variaveis morfoldgicas,
temperatura superficial, estado oxidativo do figado e plasma, proteinas de fase
aguda e infiltracdo de leucdcitos no liquido sinovial de leitGes;

Determinar o teor de compostos bioativos (polifendis totais e flavonoides) do 6leo
essencial de laranja;

Avaliar o desempenho zootécnico de leitdes recém-desmamados, com ou sem
artrite induzida, alimentados com ragdes contendo 6leo essencial de laranja;
Avaliar efeito do 6leo essencial de laranja (limoneno) em leitdes desmamados,
com ou sem artrite induzida, sobre a temperatura local e variaveis morfoldgicas
das articulacdes (perimetro, diametro e volume);

Avaliar efeito do 6leo essencial de laranja (limoneno) para leitdes desmamados,
com ou sem artrite induzida, sobre as variaveis sanguineas (glicose, ureia,
albumina, proteinas totais, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, VLDL),
globulinas, hematocrito e contagem diferencial leucocitaria;

Avaliar efeito do 6leo essencial de laranja (limoneno) para leitbes desmamados,
com ou sem artrite induzida, sobre o estado oxidativo do plasma (proteinas
carboniladas, grupos sulfidrilas reduzidos de proteinas - tidis reduzidos),
capacidade antioxidante total — ABTS e DPPH) e status REDOX - atividade de
glutationa reduzida - GSH e oxidada - GSSG).
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ARTIGO 1
Protocolos para inducgdo de artrite em leitdes lactentes e seus efeitos sobre as

variaveis morfoldgicas, estado oxidativo e resposta inflamatdria ap6s o desmame?

Resumo - Este trabalho foi realizado com objetivo de avaliar diferentes protocolos para
inducdo de artrite em leitGes lactentes sobre o peso vivo, temperatura superficial,
variaveis morfoldgicas articulares, estado oxidativo no plasma e figado, concentracdo
sérica de proteinas de fase aguda e infiltracdo de leucécitos no liquido sinovial de leitbes
desmamados. Foram utilizadas 48 fémeas suinas mestigas, com idade inicial de 7 dias e
peso médio inicial de 1,76 + 0,28 kg. Metade desses animais (n=24) foi submetida a
inducdo de artrite, na articulacédo tarso-falange do membro posterior direito, através de
injecdo intradérmica de adjuvante completo de FREUND (Mycobacterium tuberculosis
derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas pelo calor, suspendidas em 6leo mineral
0,5% (w/v)). Foram testados os protocolos de aplicacdo | (7 dias de idade - 0,1 mL de
adjuvante), Il (7 e 14 dias de idade - 0,2 mL de adjuvante), 111 (14 e 21 dias de idade - 0,2
mL de adjuvante) e IV (7, 14 e 21 dias de idade - 0,3 mL de adjuvante). A outra metade
dos animais (n=24) foi submetida ao mesmo manejo, mas com aplicacbes de soro
fisiolégico (0,9%). Todos os animais foram desmamados aos 21 dias e alojados
individualmente em creche por 15 dias, para as avaliagdes pds-desmame. O delineamento
experimental foi em blocos casualizados, com quatro protocolos de inducdo do grupo
positivo (adjuvante) e quatro do controle (soro fisiol6gico), seis repeticdes por tratamento
e um animal por unidade experimental. As avaliacbes de peso vivo, temperatura
superficial e morfologia articular foram realizadas no dia do desmame (dia 0), aos 3, 6,
9, 12 e 15 dias pdés desmame. No ultimo dia, realizou-se a colheita de sangue para
determinacdo plasmaética de GSH, TAC, tidis e proteinas carboniladas, e dosagem sérica
das proteinas de fase aguda, além de coleta de figado para determinagédo da catalase, SOD
e proteinas carboniladas e de liquido sinovial para a contagem de leucécitos. Todos 0s
protocolos de inducdo de artrite por adjuvante avaliados em leitdes na fase de aleitamento
resultam em elevacdo da temperatura superficial, alteragdes das variaveis morfoldgicas
articulares, estresse oxidativo no plasma e figado, altera¢cdes na concentracdo sérica de
proteinas de fase aguda e na infiltrac&o de leucdcitos no liquido sinovial ap6s o desmame.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Inflamacéo articular; Proteinas de fase aguda

1 Artigo redigido conforme normas da revista Arthritis & Rheumatology (ISSN: 2326-5205).
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Abstract - This work was carried out with the objective of evaluating different protocols
for inducing arthritis in suckling piglets on live weight, surface temperature, joint
morphological variables, oxidative state in plasma and liver, protein serum concentration
in acute phase and leukocyte infiltration in the synovial fluid of weaned piglets. 48
crossbred swine females were used, with an initial age of 7 days and an average initial
weight of 1.76 + 0.28 kg. Half of these animals (n = 24) underwent arthritis induction, in
the tarsal phalanx joint of the right posterior limb, through intradermal injection of
complete FREUND adjuvant (Mycobacterium tuberculosis derived from human H37Rv
strain and inactivated by heat, suspended in oil mineral 0.5% (w/v)). The application
protocols evaluated were: | (7 days of age - 0.1 ml of adjuvant), Il (7 and 14 days of age
- 0.2 ml of adjuvant), 111 (14 and 21 days of age - 0.2 mL of adjuvant) and 1V (7, 14 and
21 days of age - 0.3 mL of adjuvant). The other half of the animals (n = 24) were submitted
to the same management, but with saline applications (0.9%). All animals were weaned
at 21 days and housed individually in a nursery for 15 days, for post-weaning assessments.
The experimental design was in randomized blocks, with four protocols for induction of
the positive group (adjuvant) and four of the control (saline), six replicates per treatment
and one animal per experimental unit. Assessments of live weight, surface temperature
and joint morphology were performed on the day of weaning (day 0), at 3, 6, 9, 12 and
15 days after weaning. On the last day, blood was collected for plasma determination of
GSH, TAC, thiols and carbonylated proteins, and proteins serum measurement of acute
phase, in addition to liver collection to determine catalase, SOD and carbonylated and
liquid synovial for leukocyte count. All adjuvant arthritis induction protocols evaluated
in suckling piglets result in elevated surface temperature, changes in joint morphological
variables, oxidative stress in plasma and liver, changes in proteins serum concentration

of acute phase and leukocyte infiltration in synovial fluid after weaning.

Keywords: Oxidative stress; Joint inflammation; Acute phase proteins.

Highlights
1- N&o existe um protocolo de inducéo de artrite padronizado para suinos.
2- O uso de adjuvante completo de FREUND ¢ capaz de induz artrite em leitdes lactentes.
3- Inducdes aos 7 dias, 7 e 14 dias, 14 e 21 dias, 7, 14 e 21 dias foram avaliados.

4- Todos os protocolos resultam na manifestacdo da doenca na fase pos-desmame.
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1. Introducao

As artrites sdo enfermidades que podem acometer os suinos em qualquer faixa
etaria, causando perdas econdmicas por atraso no crescimento, descarte precoce de
reprodutores, gastos com medicamentos, mao de obra, formacdo de animais refugos,
6bitos ou condenacdo de carcacas nos abatedouros.

As principais causas de artrite nos suinos jovens sao a infeccdo por Streptococcus
sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli, Pasteurella
multocida, entre outros agentes (Jonhston et al., 1987; Friede & Segall, 1996). As areas
afetadas apresentam-se inflamadas, com febre local, articulag6es inchadas, com presenca
de exsudato, que pode ser seroso, sanguinolento e até purulento. Os animais artriticos
mostram andar dificil e claudicante, apresentam atraso no desenvolvimento e, as vezes,
perda de peso, inapeténcia e ainda temperatura retal e corporal elevadas (Graciano et al.,
2014; Zimmerman et al., 2012). As articulagdes mais comumente afetadas séo a tarso-
falange, Umero-radioulnar, fémur-tibio-patelar, coxo-femural e escapuloumeral (Tittiger
& Alexander, 1971; Cross & Edwards, 1981).

A contaminagdo mais recorrente ocorre nos primeiros dias de vida dos leites, em
que as baias com pisos extremamente asperos (concreto), molhados, compactos ou
ripados, mas mantidos sujos (fezes da matriz e dos leitdes) potencializam a contaminacao
bacteriana (Madec & Fourichon, 1990). Outros fatores predisponentes ainda podem ser o
corte de dentes mal feitos (ferimentos nas gengivas, alicates sujos, mal desinfetados ou
sem fio); o corte de umbigo sem a devida assepsia, ou cortado muito comprido (arrastando
pelo piso da baia); e corte da cauda muito curto, provocando sangramento (Morés et al.,
2000; Morés et al., 2003).

A artrite infecciosa desencadeia uma resposta imunoldgica de producdo e
mobilizacdo de linfocitos, macréfagos, fibroblastos e principalmente citocinas pré-
inflamatdrias, que tém como funcéo estimular os neutrofilos e macrofagos a secretarem
espécies reativas de oxigénio (ERO) no liquido sinovial da articulacdo, para agirem como
moderadores da leséo tecidual (Comaret al., 2013; Oliveira et al., 2011). O excesso de
ERO pode desencadear estresse oxidativo, o que ativa o sistema de defesa antioxidante.

Além do sistema antioxidante, hd também a atuacdo do sistema imunoldgico no

figado, que sera acionado no processo de inflamacdo. O funcionamento se da pelo
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aumento ou diminuicdo da concentracdo sérica de proteinas de fase aguda devido ao dano
tecidual (Cray; Zaias; Altman, 2009; Neto; Carvalho, 2009). O conjunto de parametros
de estresse oxidativo e de defesa inflamatoria permite diagndstico mais preciso sobre a
condicgéo de sanidade do organismo.

Considerando a necessidade de padronizacdo de um método para inducdo de
inflamacdes articulares em leitBes, para uso em pesquisas que busquem mitigar seus
efeitos, o presente estudo foi realizado com objetivo de avaliar a temperatura superficial
e variaveis morfologicas nas articulagdes, estado oxidativo no plasma e figado,
concentracdo sérica de proteinas de fase aguda e infiltracdo de leucocitos no liquido

sinovial de leitbes pos-desmame, com artrite induzida por adjuvante na fase de lactacao.

2. Material e métodos

Geral

O experimento foi realizado no Setor de Suinocultura da Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Maringd (CCA/UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04°W e altitude de
564m). Todos o0s procedimentos experimentais foram previamente submetidos a
apreciacio do Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentaco
(CEUA/UEM), tendo sido aprovados para execucdo (Parecer n® 2086220217).

Animais, tratamentos e dietas

Foram utilizadas 48 fémeas suinas mesticas (Topigs x AGPIC 425), de alto
potencial genético e desempenho superior, em fase de aleitamento, com idade inicial de
7 dias e peso médio inicial de 1,76 + 0,28 kg. O adjuvante (grupo positivo) ou soro
fisioldgico (grupo controle) foi fornecido aos animais na fase de aleitamento, enquanto
permaneciam nas instalacdes de maternidade.

Metade desses animais (n=24) foi submetida a inducdo de artrite, na articulacdo
tarso-falange do membro posterior direito, através de injecéo intradérmica de 0,1 mL de
adjuvante completo de FREUND (Mycobacterium tuberculosis derivadas de cepa
humana H37Rv e inativadas pelo calor, suspendidas em 6leo mineral 0,5% (w/v))
(Pearson & Wood, 1963).
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Os protocolos de aplicacédo testados foram os seguintes:

Protocolo I: total de 1 aplicacdo aos 7 dias de idade (uso de 0,1 mL de adjuvante);

Protocolo Il: total de 2 aplicacdes, aos 7 e 14 dias de idade (uso de 0,2 mL de
adjuvante);

Protocolo IlI: total de 2 aplicacdes, aos 14 e 21 dias de idade (uso de 0,2 mL de
adjuvante);

Protocolo IV: total de 3 aplicacgdes, aos 7, 14 e 21 dias de idade (uso de 0,3 mL de

adjuvante).

A outra metade dos animais (n=24) foi submetida a0 mesmo manejo, porém com
aplicacOes de soro fisioldgico (0,9%). Durante o periodo de lactacdo, todos os animais
receberam racgdo pre-inicial | (Tabela 1), a partir dos 7 dias de idade, e &gua & vontade.

Todos os animais foram desmamados aos 21 dias de idade e alojados
individualmente em baias individuais suspensas de 1,32 m? (1,50 x 1,70 m), separadas
entre si pordivisoria de grades de ferro, com comedouros frontais semiautomaticos e
bebedouros tipo nipple, localizadas em creche de alvenaria, com piso misto (concreto
macico e polietileno vazado) e telha de amianto, com ventiladores de parede, cortinas
basculantes de lona e lampadas incandescentes. Durante os 15 dias de avaliacGes pds
desmame, todos 0s animais receberam racdo pré-inicial 1l (Tabela 1), formulada para
suprir as exigéncias nutricionais de leitdes dos 7 aos 11 kg (NRC, 2012), e agua a vontade.

Como protocolo sanitario prévio de limpeza da creche experimental, primeiramente
foi retirada a matéria organica aderida as grades de metal, comedouros, chéo e paredes,
com o auxilio de espatula e bomba d’agua de alta pressdo. Posteriormente, a sala foi
desinfetada com vassoura de fogo (apds secagem), solucdo de cal aplicada no piso e
paredes, além de solucdo de hipoclorito 1:20. Depois de desinfetada, a sala foi mantida
em vazio sanitario por sete dias, em média.

A sala de creche foi equipada com um termohigrémetro digital, e as temperaturas
minima e maxima médias registradas foram de 20,4 + 54°C e 28,4 * 4,8°C,

respectivamente. A umidade relativa oscilou entre 51,1% + 6,1 e 77,3% + 9,7.

Tabela 1. Composicdo centesimal, quimica e energética das racdes pré-iniciais | e I1.

Ingredientes (g/kg de matéria natural) Pré-inicial | Pré-inicial Il

Milho gréo 370,00 450,00
Farelo de soja 230,00 300,00
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Nucleo Pré-inicial®2 400,00 250,00
Composicéo calculada
Energia metabolizavel (Mcal/kg) 3,40 3,30
Proteina bruta (g/kg) 177,50 150,55
Lactose (g/kg) 72,88 48,56
Fibra bruta (g/kg) 20,41 25,45
Fibra em detergente neutro (g/kg) 103,52 121,13
Fibra em detergente acido (g/kg) 42,41 51,22
Célcio (g/kg) 8,03 7,12
Faésforo disponivel(g/kg) 4,05 3,85
Sadio (g/kg) 3,52 2,99
Potéassio (g/kg) 2,83 2,41
Cloro (g/kg) 4,51 3,83
Lisina digestivel (g/kg) 13,51 11,48
Met+Cis digestivel (g/kg) 7,42 6,31
Metionina digestivel (g/kg) 3,90 3,32
Treonina digestivel (g/kg) 7,91 6,72
Triptofano digestivel (g/kg) 2,21 1,88

! Composicdo basica do produto: Soja integral desativada, Proteina concentrada de soja, Milho Pré-
gelatinizado, Soro de leite em p6, Gordura vegetal hidrogenada, Calcério calcitico, Fosfato bicélcico,
Cloreto de sodio, Filito, Sulfato de cobalto, Sulfato de cobre, Sulfato de ferro, lodato de célcio, Oxido de
manganés, Selenito de sodio, Oxido de zinco, Vitamina A, Vitamina D3, Vitamina E, Vitamina K3,
Vitamina B1, Vitamina B2, Vitamina B6, Vitamina B12, Acido félico, Acido nicotinico, Acido
pantoténico, Cloreto de colina, Biotina, Aditivo acidificante, Aditivo aromatizante, Aditivo antioxidante,
Aditivo enzimatico, L-lisina, DL-metionina, L-treonina, L-triptofano, L-valina e Acucar.

2 Niveis de garantia/kg do produto: Proteina bruta: 160 g (min.), Extrato etéreo: 50 g (min.), Fibra bruta:
25 g (méx.), Célcio: 13 / 17 g (min. / méx.), Fésforo: 7.000 mg (min.), Sédio: 7.000 mg (min.), Matéria
mineral: 130 g (méax.), Cobalto: 2 mg (min.), Cobre: 375 mg (min.), Ferro: 375 mg (min.), lodo: 4,5 mg
(min.), Manganés: 137 mg (min.), Selénio: 1 mg (min.), Zinco: 6.780 mg (min.), Vitamina A: 31.200 Ul
(min.), Vitamina D3: 6.250 Ul (min.), Vitamina E: 100 Ul (min.), Vitamina K3: 7,5 mg (min.), Vitamina
B1: 7,5 mg (min.), Vitamina B2: 12,5 mg (min.), Vitamina B6: 7,5 mg (min.), Vitamina B12: 150 mcg
(min.), Acido félico: 1,5 mg (min.), Acido nicotinico: 87,5 mg (min.), Acido pantoténico: 55 mg (min.),
Colina: 1.670 mg (min.), Biotina: 0,25 mg (min.), Lisina: 18 g (min.), Metionina: 8.200 mg (min.).

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com quatro
protocolos de inducdo do grupo teste (adjuvante) e quatro do grupo controle (soro
fisioldgico), com 6 repetices por tratamento e um animal por unidade experimental. As
avaliagOes de peso vivo, temperatura superficial e morfologia articular foram realizadas
no dia do desmame (dia 0), e aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias pds desmame. As coletas de sangue,

figado e liquido sinovial foram realizadas no ultimo dia, 15° dia apds o desmame.

Avaliaces morfoldgicas e temperatura superficial
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Ao longo dos dias de avaliacdo, os animais foram pesados e foram tomadas as
medidas do perimetro e didmetro da articulacdo tarso-falange do membro posterior
direito. Para tanto, o perimetro foi obtido com auxilio de fita métrica graduada em
centimetros, enquanto o diametro foi mensurado com auxilio de paquimetro digital,
expressando-se 0s valores em termos absolutos (cm) e de maneira alométrica, em valores
relativos (cm/kg PV).

Também foram registradas as medidas de volume do membro posterior direito dos
animais, utilizando-se uma proveta graduada com capacidade de 250 mL, que foi
preenchida com agua até a superficie (V1). Em seguida, o membro foi submerso até a
altura da articulacdo tarso-tibia (jarrete), sendo retirado suavemente e mensurado o
volume de agua restante na proveta (V2). Assim, o volume do membro foi calculado
como: Volume (mL) = V1 - V2, sendo expresso em termos absolutos (mL) e de maneira
alomeétrica, em valores relativos (mL/kg Peso Vivo).

A temperatura superficial do membro posterior direito dos animais foi registrada
por meio de um equipamento Termovisor Fluke® (Modelo Ti-110), com termdmetro
infravermelho acoplado. Foram obtidas 2 imagens por animal a cada dia de avaliagéo,
sendo que as imagens termogréficas foram posteriormente analisadas por meio do
software SmartView®, em que foram tomadas as medidas de temperatura de 10 pontos
em cada membro e calculadas as médias de temperatura superficial, expressas em °C, para

posteriores analises estatisticas.

Abate, coleta de sangue, figado e liquido sinovial

Aos 36 dias de idade (15 dias apds o desmame), os animais foram submetidos a
jejum de 6 horas e eutanasiados, para coleta de sangue e figado. Apds contencdo dos
animais, foram aplicados os tranquilizantes tiopentol (120 mg/kg de peso vivo) e
lidocaina (10 mg/kg de peso vivo) via intraperitoneal e quando constatada a completa
insensibilizacdo, os animais foram abatidos por sangria na veia jugular.

As amostras de sangue foram colhidas por ocasido do abate por puncdo na veia
jugular (Cai, Zimmerman & Ewan, 1994) e transferidas para tubos contendo EDTA,
sendo posteriormente centrifugadas a 3.000 rpm, por 15 minutos, para separa¢ao do soro
e do plasma (Moreno et al., 1997). Em seguida, 3 mL de plasma e 3 mL de soro foram
transferidos para tubos de polipropileno devidamente identificados e armazenados em

nitrogénio liquido, para posterior acondicionamento em ultra-freezer (-80°C).
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Apbs o abate dos animais, o figado foi imediatamente coletado, por meio de incisao
na cavidade abdominal, para a retirada de um segmento (cerca de 10 g), o qual foi
rapidamente pesado, para determinacdo do peso relativo, clampeado e mantido em
nitrogénio liquido, até o transporte para acondicionamento em ultra-freezer (-80°C) para
analises posteriores.

Por fim, a cavidade sinovial da articulacao tarso-falange do membro posterior
direito foi aberta e 5 uLL de fluido sinovial foram coletados para a preparacao do esfregago

e avaliacdo da infiltracdo de leucdcitos no liquido sinovial.

Avaliaces de estresse oxidativo

No plasma foram determinados os seguintes pardmetros de estado oxidativo:
glutationa reduzida (GSH), capacidade antioxidante total (TAC), tidis e proteinas
carboniladas. No figado, foram determinados os seguintes parametros de estado
oxidativo: catalase, superoxido dismutase e proteinas carboniladas. Todas as analises
foram realizadas no Laboratério de Metabolismo Hepatico, do Departamento de
Biogquimica da UEM.

A GSH foi determinada em lisados de hemécias, utilizando kit comercial
(OxiSelect™ Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kit, CAT-312, Cellbiolabs Inc.) por
meio do ensaio enzimatico com a enzima glutationa redutase, na presenca de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). Posteriormente, um cromdgeno
presente no kit comercial foi adicionado para reagir com grupamento tiol da GSH, que
foi lido em espectrofotobmetro, a 405nm. Os procedimentos de calculo para as
concentracOes de GSH foram realizados conforme descritos no kit comercial.

A TAC foi determinada pelo método colorimétrico, utilizando o composto 2,2’-
azino-bis (3-etylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) ou ABTS, descrito por Erel (2004). Os
resultados foram expressos em mmol equivalente TROLOX.mg de proteina™.

Os niveis plasmaticos de tiois totais foram determinados utilizando o DTNB (acido
5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico), conforme descrito por Faure e Lafond (1995). A diferenca
de absorbancia inicial e final foi utilizada para calcular a concentracdo de tidis reduzidos
e os valores foram expressos como nmol de tidis.mg de proteina™.

O conteudo de proteinas carboniladas, tanto para plasma quanto para figado, foi
determinado pelo método do 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH), como descrito por Levine

et al. (1990). O conteudo de proteinas carboniladas foi calculado com base no coeficiente
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de extingdo molar de 22 mM™ cm™, e os resultados foram expressos em nmol de
grupamentos carbonil.mg de proteina™. O contelido proteico (proteinas totais, albumina
e globulinas) foi determinado conforme descrito por Lowry et al. (1951), utilizando
albumina bovina como padréo.

O figado, ainda congelado, foi pesado e homogeneizado em homogeneizador do
tipo Van Potter Elvhjem com dez volumes de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M (pH 7,4)
para o preparo do homogenato hepatico. Para as determinacdes das atividades das
enzimas antioxidantes: catalase, superéxido dismutase, bem como o contetdo de
proteinas carboniladas, foram utilizados os sobrenadantes obtidos apds a centrifugacao
dos respectivos homogenatos a 5.000 rpm por 15 minutos. O contetido proteico dos
homogenatos de figado e dos sobrenadantes apds centrifugacdo foram determinados
como descrito por Lowry et al. (1951), usando albumina bovina como padrao.

A atividade da enzima catalase foi avaliada pela decomposi¢éo enzimética do H-0:
medida diretamente por espectrofotometria em 240 nm, conforme descrito por Aebi
(1974). A atividade da enzima SOD foi determinada por meio da capacidade desta enzima
em inibir a auto-oxidacdo do reagente pirogalol em meio alcalino, que pode ser
monitorado por espectrofotometria em 420 nm (Marklund & Marklund, 1974).

Proteinas de fase aguda

A determinacdo das fracdes séricas de proteinas totais, albumina, globulinas e
proteinas de fase aguda foi conduzida no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita
Filho”, em Jaboticabal-SP.

No soro sanguineo, as proteinas de fase aguda (lgG, IgA, ceruloplasmina,
glicoproteina &cida, haptoglobina e transferrina) foram quantificadas por eletroforese.
Uma amostra do soro foi submetida a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Foram determinadas as fracbes da
proteina por densitometria computadorizada, usando-se como referéncia um marcador
com pesos moleculares de 29 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 116 kDa, 205 kDa. As concentragdes
das proteinas de fase aguda foram determinadas pela proporcdo das mesmas em relagédo

aos valores da proteina total (Laemmli, 1970).

Infiltracdo de leucocitos no liquido sinovial
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O esfregaco foi corado pelo corante May-Grunwald-Giemsa e utilizado para a
contagem diferencial de leucocitos (células mononucleares e polimorfonucleares) em um
microscopio oOptico (Motic®, ds 300, Xiemen, China), com aumento de 100 x.
Imediatamente ap6s a coleta do fluido sinovial puro, foi realizada uma lavagem da
cavidade articular com 100 pL de solugéo fisioldgica 0,9% contendo anticoagulante
EDTA (5%), e diluido numa solucdo de Turk (1:20) por cinco minutos. Uma amostra
deste lavado foi utilizada para a contagem total de leucécitos com auxilio de um
hemocitémetro (cAmara de Neubauer), confome metodologia proposta por Bressan,
Cunha e Tonussi (2006). Para todas as mensuragdes, 0s resultados foram expressos em

células x 103/ pL.

Andlise estatistica

O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a presenca de outliers
entre as variaveis obtidas. A normalidade dos erros experimentais € a homogeneidade de
variancias entre os tratamentos para as diversas variaveis foram avaliadas previamente
utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente, por meio do
software “Statistical Analysis System” (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA, 2010).

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada por meio do procedimento “General
Linear Models” (GLM) do software estatistico SAS (2010). Foi aplicado o Teste de SNK
para comparacao das médias obtidas entre os protocolos de um mesmo grupo e o teste F
entre os grupos de um mesmo protocolo. Os graus de liberdade referentes aos dias de
avaliacdo pos-desmame foram desdobrados em polindmios ortogonais, para obtencao das
equacdes de regressdo, conforme o melhor ajustamento. Para todas as analises, foi

adotado o nivel de significancia (P) de 0,05.

3. Resultados

Peso vivo, temperatura superficial e avaliagdes morfoldgicas

Os valores médios de peso vivo (kg) de fémeas suinas recém desmamadas com

artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento (Tabela 2) n&o diferiram entre os

protocolos (P>0,05), tanto para o grupo positivo quanto para o controle, em todos os dias
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328  de avaliacdo. Ainda assim, houve diferencas entre 0s grupos positivo e controle, dentro
329  de cada protocolo, cujos menores valores de peso vivo foram observados nos animais
330  com artrite induzida (Figura 1-A).

331 Pela analise de regressao, houve efeito quadratico dos protocolos sobre 0 peso vivo,
332  em que os menores valores foram observados no dia 6, para todos os protocolos, dentro
333  dos dois grupos avaliados (Figura 1-B). O peso vivo foi sempre menor para os protocolos
334  do grupo positivo.

335 Os valores médios de temperatura superficial (°C) de fémeas suinas recém
336  desmamadas com artrite induzida por adjuvante (Tabela 2) foram similares entre os
337  protocolos (P>0,05) no grupo positivo. No grupo controle a unica diferenca (P<0,05)
338 ocorreu no protocolo Il, no dia da desmama (dia 0), que foi diferente dos demais
339  protocolos. Para os demais dias de avaliagdo (3, 6, 9, 12 e 15), ndo houve diferencas
340  (P>0,05) entre os protocolos. Ainda assim, houve diferencas entre 0s grupos positivo e
341  controle, dentro de cada protocolo, em que os maiores valores de temperatura superficial
342  foram observados nos animais com artrite induzida (Figura 2-A). Ao analisar os valores
343  médios de temperatura superficial ao longo dos dias de avaliacdo, houve reducdo linear
344  para todos os protocolos, dentro de cada grupo (Figura 2-B).

345 N&o houve diferencas (P>0,05) entre as médias de perimetro (cm/kg) da articulacao
346  tarso-falange direita de fémeas suinas com artrite induzida por adjuvante na fase de
347  lactacdo em diferentes grupos e protocolos de inducdo (Tabela 2), em todos os dias de
348 avaliacdo pds-desmame (0 a 15). Porém, houve diferencas (P<0,05) entre 0s grupos
349  positivo e controle, dentro de cada protocolo, em que 0s maiores valores foram
350 observados nos animais com artrite induzida (Figura 3-A). Ao longo dos 15 dias de
351 avaliacdo p6s-desmame, houve comportamento quadratico (P<0,05) dos valores médios
352  de perimetro da articulagcdo para ambos os grupos, com estimativas de 6,36 e 7,15 dias
353  para grupo positivo e controle, respectivamente (Figura 3-B).

354

355 Tabela 2. Peso vivo, temperatura superficial e parametros morfoldgicos da articulagao
356 tarso-falange direita de fémeas suinas, apds o desmame com artrite induzida por adjuvante
357  nafase de aleitamento.

Protocolos de Inducdo
Variaveis Grupo Positivo! Grupo Controle? EPMS3
[ 1 11 v | 1 11 v
Desmame (dia 0)
Peso vivo (kg)*® 5,718 560%® 5738 5848 786% 7,784 7,81%A 7,59%A 0,208
Temperatura (°C)  38,30* 37,24* 39,06 38,934 34,988 32,548 36,4728 34,73%8 0,411
Perimetro (cm/kg)  6,18%A 598* 5093 6,044 3,638 3,64 3,238 344 0,119
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Diametro (cm/kg)  2,03% 1,928A4 1,984 1,9624 1,26 1,318 1,288 1,23% 0,052
Volume (mL/kg) 5,614 5734 568% 570% 416% 4,13*® 426%® 4,21% 0,233
3 dias pds-desmame
Peso vivo (kg) 5,138 4,08%® 5213 506%® 7,04%A 7,11%A 7,084 6,93 0,202
Temperatura (°C) 35,243 35,8324 36,04*4 34,8324 31,36 30,142 31,86 30,55% 0,398
Perimetro (cm/kg)  6,22%* 59324 59434 6,182A 3,81 3,888 3,768 3,79*8 0,133
Diametro (cm/kg) 2,113 2,094 2,062A 2,132A 1,468 1508 1,48 1,43%® 0,064
Volume (mL/kg) 6,03%4 6,11*A 6,084 6,23** 4,98% 491® 503 5,018 0,254
6 dias pds-desmame
Peso vivo (kg) 4,83 451" 5038 4,76 6,71* 6,82*A 6,75* 6,58* 0,197
Temperatura (°C) 32,043 33,2284 31,3224 32,15%A 28,18%® 28,5428 29,1625 28,95% 0,365
Perimetro (cm/kg) 6,483 6,14%* 6,14°A 6,264 4,138 4,04%8 4,138 4,24%® 0,151
Diametro (cm/kg) 2,173A 21084 2,08 2,09 14938 1488 1562 14438 (0,071
Volume (mL/kg) 6,98 6,41*A 6,77°A 6,81 567*® 5764 580%® 5,778 0,283
9 dias pds-desmame
Peso vivo (kg) 5,28% 5313 51438 502:% 712% 7284 7263 7,084 0,204
Temperatura (°C)  32,89* 33,0124 30,1224 31,23*A 28,08 29,138 29,1728 28,24%® 0,353
Perimetro (cm/kg) 6,014 5,88* 5,16*A 5,13%A 3,718 3,843 3,798 3918 0,144
Diametro (cm/kg) 1,964 1,98* 1,93*A 1,958 1,45% 1458 15228 146 0,069
Volume (mL/kg) 7,833 7,644 7.77%A T7,72%4 6,13%8 6,218 6,268 6,30®® 0,313
12 dias pds-desmame
Peso vivo (kg) 5,733 5623 5418 5338 803 8,184 7,98 8,23*4 0,211
Temperatura (°C)  33,98* 32,7724 33,11*A 30,084 26,8728 27,7428 27,1625 26,1238 0,341
Perimetro (cm/kg)  5,561% 51234 5243 5042A 353 3608 3518 3,473 0,123
Diametro (cm/kg)  1,83%* 1,794 17634 1,813A 1423 1468 1,488 1,42%® 0,050
Volume (mL/kg) 9,094 8,63*A 8,88*A 9,024 6,96% 7,03 7,06%® 6,98 0,342
15 dias pds-desmame
Peso vivo (kg) 6,038 5,888 5938 50528 98434 09,7824 9,364 9,87% 0,224
Temperatura (°C) 30,543 29,143 30,2134 29,20%A 26,44%8 27,0238 26,188 27,45% 0,322
Perimetro (cm/kg)  4,94%4 4,923A 50324 4,837 32138 3248 326 3,208 0,115
Diametro (cm/kg) 1,68 1,604 1,564 1,622 1,368 1,408 1,388 1,373 0,048
Volume (mL/kg) 10,1324 9,88* 10,04*A 9,93** 7,46%8 7,53 761% 758%¥ 0,361
P-valor - Regresséo
Peso vivo 0,003 0,008 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 -
Temperatura 0,011 0,004 0,0012 0,006 0,005 0,004 0,005 0,006 -
Perimetro <0,001 <0,001 0,005 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 -
Diametro <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 0,008 <0,001 <0,001 -
Volume <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 -

1- Aplicagdo subcutanea de 0,1 mLde Adjuvante Completo de Freund® na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias
(Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).
2- Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiolégico (0,9%) na articulacdo tarso-falange direita, aos 7 dias

(Protocolol), 7 e 14 dias (Protocololl), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).
3- Erro padrdo da média.

4- Letras mindsculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de

SNK (P<0,05).

5- Letras maiusculas diferentes entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre as médias pelo teste F

(P<0,05).
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Figura 1. Peso corporal de fémeas suinas ap6s o desmame, submetidas a diferentes
protocolos de artrite induzida por adjuvante, na fase de aleitamento (A: teste de médias
para grupos e protocolos de inducéo; B: analise de regressdo em funcdo do tempo apds o
desmame).

*Aplica(;éo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1I), 14 e 21 dias (Protocolo Ill) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

"Letras minusculas distintas, para o mesmo grupo, indicam diferenga entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre os grupo, pelo
teste F (P<0,05).
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Figura 2. Temperatura Superficial da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas
apos o desmame, submetidas a diferentes protocolos de artrite induzida por adjuvante, na
fase de aleitamento (A: teste de médias para grupos e protocolos de inducédo; B: analise
de regressdo em funcao do tempo apds o desmame).

*Aplica(;ao subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo Ill) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

"Letras minusculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras maiUsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre os grupo, pelo
teste F (P<0,05).
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Figura 3. Perimetro da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas apds o
desmame, submetidas a diferentes protocolos de artrite induzida por adjuvante, na fase
de aleitamento (A: teste de médias para grupos e protocolos de inducdo; B: analise de
regressdo em funcao do tempo apds o desmame).

*Aplica(;ao subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

"Letras minusculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre os grupo, pelo
teste F (P<0,05).

N&o houve diferencas (P>0,05) no diametro (cm/kg) da articulacéo tarso-falange
direita de fémeas suinas entre 0s dois grupos e nem entre os protocolos de inducdo (Tabela
2), em todos os dias de avaliagdo. Porém, houve diferencas (P<0,05) entre os grupos
positivo e controle, dentro de cada protocolo, para todos os dias de avaliacdo, em que 0s
maiores valores foram observados nos animais com artrite induzida (Figura 4-A). A
analise de regressao revelou efeito quadratico (P<0,05) dos dias de avaliacdo sobre o
diametro da articulagdo em ambos os grupos, em que os maiores valores foram
observados nos dias 5,04 e 8,57, para 0 grupo positivo e controle, respectivamente (Figura
4-B).
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Figura 4. Diametro da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas ap6s o desmame,
submetidas a diferentes protocolos de artrite induzida por adjuvante, na fase de
aleitamento (A: teste de médias para grupos e protocolos de inducdo; B: analise de
regressdo em funcdo do tempo apds o desmame).

*Aplica(;ao subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

™ Letras mintsculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre 0s grupos,
pelo teste F (P<0,05).

N&o houve diferencas (P>0,05) no volume (mL/kg) da articulacdo tarso-falange
direita de fémeas suinas (Tabela 2), em todos os dias de avaliacdo poés-desmame. Porém,
houve diferengas (P<0,05) entre os grupos positivo e controle, dentro de cada protocolo,
para todos os dias de avaliacdo, em que os maiores valores foram observados nos animais
com artrite induzida (Figura 5-A). Ao longo dos 15 dias de avaliacdo pds-desmame,
houve comportamento linear crescente (P<0,05) dos valores médios de volume da
articulagdo para ambos o0s grupos, em que 0s maiores valores foram estimados para 0s

protocolos do grupo positivo (Figura 5-B).
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Figura 5. Volume da articulacdo tarso-falange direita de fémeas suinas apds o desmame,
submetidas a diferentes protocolos de artrite induzida por adjuvante, na fase de
aleitamento (A: teste de médias para grupos e protocolos de inducdo; B: analise de
regressdo em funcdo do tempo apds o desmame).

*Aplica(;ao subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

™ Letras minGsculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre 0s grupos,
pelo teste F (P<0,05).

As imagens registradas por meio da camera termografica forneceram com nitidez
as diferencas de temperatura entre as articulagdes dos animais dos grupos positivo e
controle. Na Figura 6, com imagens de animais do protocolo I, € possivel verificar

diferenca de temperatura de 4,4 °C entre 0s grupos.
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PE=15.0  t-100%
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(A) B)”

Figura 6. Imagens termogréficas dos membros posteriores de uma fémea suina desmamada

(21 dias de idade) do grupo positivo (A) e de outra do grupo controle (B).

“Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacéo tarso-falange direita, aos
7 dias de idade (Protocolo I).

**Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiologico (0,9%) na articulaco tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade (Protocolo I).

Avaliac0es de estresse oxidativo

Todas as variaveis do estado oxidativo no plasma diferiram (P<0,05) entre os
grupos positivo e controle, no entanto, as médias foram similares (P>0,05) entre os

protocolos, dentro de cada grupo (Tabela 3).

Tabela 3. Estado oxidativo no plasma de fémeas suinas no 15° dia ap6s o desmame, com
artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento, em diferentes grupos e protocolos de
inducéo.

Protocolos de Inducdo
Variaveis! Grupo Positivo? Grupo Controle® EPM*
[ 1 11 v | 1 11 v

GSH (nmol/mg
proteina)>®

TAC (mmol equivalente B B B B A A aA aA
TROLOX/mL plasma) 9,418 10,19%8 10,0428 10,20%® 12,69*4 12,3134 12,334 12,69*A 0,583
Tidis (nmol/mg proteina) 294, 828 317,6%8 315,728 293,528 487,224 445,54 488,3* 433,6*A 53,85

Proteinas carboniladas g g g ggen 60 6,15% 5,12 5,32 524 526 0,233
(nmol/mg proteina)

12,068 12,2228 11,36°® 11,65%® 15,194 15,3924 15,95%A 15,3724 0,734

1- GSH: glutationa reduzida; TAC: capacidade antioxidante total.

2- Aplicagdo subcutanea de 0,1 mLde Adjuvante Completo de Freund® na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias
(Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 11), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).

3- Aplicacéo subcutanea de 0,1 mLde Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias (Protocolo
1), 7 e 14 dias (Protocolo I1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).

4- Erro padrao da média.

5- Letras minuUsculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK (P<0,05).

6- Letras maiusculas diferentes entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre as médias pelo teste F
(P<0,05).
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De modo geral, para o grupo positivo, os valores de GSH, TAC e Tiois foram
inferiores (P<0,05) quando comparados aos valores do grupo controle, em todos 0s
protocolos, conforme expresso nas figuras 7-A, 7-B e 7-C, respectivamente. O contrario
ocorreu para as proteinas carboniladas, cujos valores foram superiores (P<0,05) para 0s

animais do grupo positivo (Figura 7-D).
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Figura 7. Glutationa reduzida — GSH (A), Capacidade antioxidante total - TAC (B), Tidis
(C) e Proteinas carboniladas (D) no plasma de fémeas suinas no 15° dia pds desmame,
com artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento em diferentes grupos e
protocolos de inducao.
*Aplicac;éo subcuténea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo ), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).
“Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulago tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo II), 14 e 21 dias (Protocolo 11l) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).
™ Letras minGsculas distintas, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras maitsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenga entre 0s grupos,
pelo teste F (P<0,05).

Com relacgdo as varidveis hepéticas (Tabela 4), o peso relativo do figado foi similar
(P>0,05) entre os grupos e entre os protocolos, conforme ilustrado na figura 8-A,

enguanto as demais variaveis do estado oxidativo hepatico diferiram (P<0,05) entre os
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grupos positivo e controle. Entre os protocolos, dentro de cada grupo, as médias foram
similares (P>0,05).

Tabela 4. Peso relativo e variaveis de estado oxidativo no figado de fémeas suinas no
15° dia p6s desmame, com artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento, em
diferentes grupos e protocolos de inducao.

Protocolos de Inducéo
Grupo Positivo! Grupo Controle?
I I 1] v | 1 1 v

Variaveis EPM3

Figado (% do PV)*5
Catalase (umol/min/mg
proteina)

Superoxido dismutase
(U/mg proteina)

Proteinas carboniladas 7 oyaa 7 ggen 7,383 739 6,09 627 586 671 0,323
(nmol/mg proteina)

2,39%A 27434 25884 28634 2,47 2774 261% 2514 0,123
670,7%8 622,68 684,92 637,6°® 1005,724 1060,3* 1113,8*4 1156,2** 54,73

1,492 1,528 1788 1758 2454 23134 2254 2273 (,145

1- Aplicagdo subcutanea de 0,1 mLde Adjuvante Completo de Freund® na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias
(Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 11), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).

2- Aplicacéo subcutanea de 0,1 mLde Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias (Protocolo
1), 7 e 14 dias (Protocolo I1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo V).

3- Erro padrédo da média.

4- Letras minusculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK (P<0,05).

5- Letras maiusculas diferentes entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre as médias pelo teste F
(P<0,05).

A atividade da enzima catalase e concentragdo da superoxido dismutase foram
inferiores (P<0,05) para os animais do grupo positivo, em todos os protocolos (Figuras 8-
B e 8-C). Ja a concentracdo de proteinas carboniladas foi superior (P<0,05) para os

animais do grupo positivo, conforme expresso na figura 8-D.
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535  Figura 8. Peso relativo de figado (A), Catalase (B), Superoxido dismutase (C) e Proteinas
536  carboniladas (D) no tecido hepatico de fémeas suinas com artrite induzida por adjuvante
537  nafase de lactacdo, em diferentes grupos e protocolos de inducéo.

538 *Aplicagéo subcuténea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange direita,
539  aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
540  (Protocolo IV).

541  ™Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiologico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7
542  dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
543 (Protocolo IV).

544 ™ Letras minGsculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias
545 pelo teste de SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam
546  diferenca entre as médias pelo teste F (P<0,05).
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547

548 Proteinas de fase aguda

549

550 A concentracdo de proteinas totais, albumina, globulinas e a relacdo

551  albumina:globulinas (Tabela 5) foi similar entre os protocolos de cada grupo (P>0,05).
552 Ainda assim, as concentracBes de proteinas totais, albumina e a relagdo
553  albumina:globulinas foram inferiores para os protocolos do grupo positivo (Figuras 9-A,
554  9-B e 9-D), enquanto a concentracdo de globulinas foi superior (Figura 9-C).

555

556  Tabela 5. Concentracdo de proteinas totais, albumina, globulinas e perfil de proteinas de

557  fase aguda no soro de fémeas suinas no 15° dia ap6s o desmame, com artrite induzida por
558 adjuvante na fase de aleitamento, em diferentes grupos e protocolos de inducao.

Protocolos de Inducéo

Variaveis (mg/dL) Grupo Positivo! Grupo Controle? EPM?3
| I 1 v I I 1] v

Proteinas totais *° 431138 432238 422838 4228%® A4720°A 4856°A 4821*A 4851*4 364

Albumina 2230%8 2196%8 22092 2215% 283124 2913*A 2878* 301224 481

Globulinas 22834 211234 224134 2253*A 179238 178928 1691%® 1811 419

Albumina:Globulinas 1,09% 0,98% 0,938 102*® 155*4 166* 158 1,60 0,48

Proteinas de fase aguda (mg/dL)

IgA 81,1224 82,10*¢ 70,16"® 66,51 70,25 68,65 71,10 69,65 7,69
l9G 546,948 590,768 702,893 698,41** 709,58%A 683,27%A 705,513 711,16%* 22,58
Transferrina 401,18 381,76% 395,142 397,3928 537,754 481,77°A 470,63*4 490,67* 13,89
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Ceruloplasmina 60,6224 61,76*4 63,87** 66,73** 50,9228 46,27°° 48,588 47,678 587
Haptoglobina 48,19 44,64°® 47,388 44,398 58 42%A 56,27*A 59,86*4 56,71*A 3,12
1-glicoprotein
P oteina 5714 5644 6154 6114 500 4,68 474%® 4898 051
559 1- Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulagéo tarso-falange direita, aos 7 dias
560  (Protocolo I, 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo IV).
561 2- Aplicacéo subcutanea de 0,1 mLde Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias (Protocolo
562 1), 7 e 14 dias (Protocolo 11), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo V).
563  3- Erro padrio da média.
564 4- Letras minusculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
565  SNK (P<0,05).
566 5- Letras mailsculas diferentes entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenga entre as médias pelo teste F
567  (P<0,05).
568
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569 Figura 9. Proteinas totais (A), Albumina (B), Globulinas (C) e relacdo
570  Albumina:Globulinas (D) no soro de fémeas suinas com artrite induzida por adjuvante na
571  fase de aleitamento, em diferentes grupos e protocolos de inducéo.
572 *Aplicac;éo subcuténea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange direita,
573  aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
574  (Protocolo 1V).
575  ™Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiologico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7
576  dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
577  (Protocolo IV).
578 ™ Letras minusculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
579 SNK (P<0,05). Letras maitsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenga entre 0s grupos,
580  pelo teste F (P<0,05).
581
582 Para as demais fragdes proteicas séricas, denominadas proteinas de fase aguda, ndo
583  houve diferencas entre os protocolos avaliados (P>0,05) dentro de cada grupo, exceto
584  para IgA e IgG, em que os protocolos | e Il, do grupo positivo, resultaram em valores
585  superiores (P<0,05) de IgA e inferiores de 1gG (Figuras 10-A e 10-B).
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Figura 10. Imunoglobulina A — IgA (A), Imunoglobulina G — 1gG (B), Transferrina (C),
Ceruloplasmina (D), Haptoglobina (E) e al-glicoproteina &cida (F) no soro de fémeas
suinas com artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento, em diferentes grupos e
protocolos de inducdo.

*Aplicagéo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 1I), 14 e 21 dias (Protocolo Ill) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Letras minGsculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias
pelo teste de SNK (P<0,05). Letras mailsculas distintas entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam
diferenca entre as médias pelo teste F (P<0,05).

Na comparacdo entre grupos positivo e controle, as concentracdes de IgA foram

superiores (P<0,05) para os protocolos I e Il e as concentracOes de 1gG foram inferiores
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(P<0,05). Para os demais protocolos, as concentracfes de IgA e 1gG entre os grupos foram
similares (P>0,05).

As concentragdes de transferrina e haptaglobina foram inferiores (P<0,05) para 0s
protocolos do grupo positivo (Figuras 10-C e 10-E), enquanto as concentracfes de
ceruloplasmina e a-1-glicoproteina &cida foram superiores (P<0,05) para os protocolos

do grupo positivo (Figuras 10-D e 10-F).

Infiltracdo de leucocitos no liquido sinovial

A contagem de células leucocitarias no liquido sinovial (Tabela 6) foi similar entre
os protocolos de cada grupo (P>0,05). Na comparacgdo entre 0s grupos, para todos 0s
protocolos de indugdo avaliados a contagem de células mononucleares,
polimorfonucleares e totais foi superior nos animais com artrite induzida (Figuras 11-A,
11-B e 11-C).

Tabela 6. Infiltracdo de leucdcitos no liquido sinovial de fémeas suinas no 15° dia ap6s
0 desmame, com artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento, em diferentes
grupos e protocolos de indugdo.

Protocolos de Indugéo

I(‘;L:;O;'i%i /uL) Grupo Positivo? Grupo Controle? EPM3
' H | ] 1] v I I 1 v

Mononucleares 45 10,1234 9,432A 11,28* 10,4224 2,238 1,933 2,048 1,783 364
Polimorfonucleares 15,614 13,81%* 14,09%* 16,15 4,81% 3,298 28738 3913 481
Totais 26,61%4 2588 27,12%A 253234 6,17%8 6,01°® 6,68%8 518%® 419
1- Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulagéo tarso-falange direita, aos 7 dias
(Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo 11), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo 1V).

2- Aplicacéo subcutanea de 0,1 mLde Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias (Protocolo
1), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade (Protocolo V).

3- Erro padrdo da média.

4- Letras mindsculas distintas entre protocolos, para 0 mesmo grupo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK (P<0,05).

5- Letras maiUsculas diferentes entre grupos, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenca entre as médias pelo teste F
(P<0,05).
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Figura 11. Leucograma do liquido sinovial de fémeas suinas no 15° dia ap6s o desmame
com artrite induzida por adjuvante na fase de aleitamento, em diferentes grupos e
protocolos de inducdo.

*Aplicagﬁo subcuténea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulagio tarso-falange direita,
aos 7 dias (Protocolo ), 7 e 14 dias (Protocolo 1), 14 e 21 dias (Protocolo 111) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

“Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiologico (0,9%) na articulagio tarso-falange direita, aos 7
dias (Protocolo 1), 7 e 14 dias (Protocolo Il), 14 e 21 dias (Protocolo I11) ou 7, 14 e 21 dias de idade
(Protocolo 1V).

™ Letras minGsculas distintas, para o0 mesmo grupo, indicam diferenca entre os protocolos, pelo teste de
SNK (P<0,05). Letras maitsculas distintas, para 0 mesmo protocolo, indicam diferenga entre 0s grupos,
pelo teste F (P<0,05).

Discussao

Peso vivo, temperatura superficial e avaliagdes morfoldgicas

A artrite infecciosa pode acometer suinos em qualquer idade, mas é mais recorrente
nas fases jovens, em que os leitdes estdo mais propensos a contaminagdo bacteriana por
diversos agentes patogénicos, sendo 0s mais comuns Streptococcus sp, Staphylococcus
sp, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli e Pasteurella multocida (Jonhston et al.,
1987; Friede & Segall, 1996).

A infecgdo pode ocorrer nos primeiros dias de vida dos leitdes, onde baias com
pisos extremamente &speros (concreto), molhados, compactos ou ripados, mas mantidos

sujos (fezes da matriz e dos leitdes) potencializam a contaminacdo bacteriana (Madec &
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Fourichon, 1990). Outros fatores predisponentes podem ser o corte incorreto dos dentes
(ferimentos nas gengivas, alicates sujos, mal desinfetados ou sem fio); o corte de umbigo
sem a devida assepsia, ou cortado muito comprido (arrastando pelo piso da baia); e corte
da cauda muito curto, provocando sangramento (Morés et al., 2000; Morés et al., 2003).

As areas afetadas apresentam-se inflamadas, com febre local, articulagdes inchadas,
com presenca de exsudato, que pode ser seroso, sanguinolento e até purulento. Os animais
artriticos apresentam andar dificil e claudicante, associado a perda de peso e atraso no
desenvolvimento, inapeténcia, temperatura retal e articular elevadas (Graciano et al.,
2014). As articulagBes mais comumente afetadas sdo a tarso-falange, tmero-radioulnar,
fémur-tibio-patelar, coxo-femural e escapuloumeral (Tittiger & Alexander, 1971; Cross
& Edwards, 1981).

O peso vivo reduzido para os animais artriticos foi relatado por Graciano et al.
(2014) e se assemelham aos resultados do presente trabalho, sendo que o atraso no
crescimento corporal pode ser justificado em funcdo da inapeténcia gerada pela
inflamacao.

Em trabalho realizado com suinos naturalmente diagnosticados com artrite,
Graciano et al. (2014) avaliaram a utilizacdo de imagens termogréficas para diagnostico
da doenca e observaram que os valores de temperatura superficial nos membros
debilitados foram menores em suinos ndo artriticos do que nos animais previamente
diagnosticados artriticos, concluindo que imagens termogréaficas permitem identificar a
inflamacdo articular em fungdo da variacdo na temperatura superficial. No presente
estudo, o registro termogréafico, associado as demais variaveis foi fundamental para a
confirmacéo do diagnostico da inflamacéo articular.

A temperatura superficial mais elevada na articulagdo de animais artriticos se
justifica pelo fato de haver se instalado um processo inflamatério, caracterizado por uma
reacdo ou resposta de protecdo em vista de uma irritacdo, injaria ou infecgdo ocorrendo,
além de inchaco e dor, também rubor e elevacdo de temperatura na articulacédo, devido a
vasodilatacdo no local (Reichling & Levine, 1999).

O uso de medidas alométricas, em relacdo ao peso vivo (cm/kg) é justificavel, para
as mensuracdes de perimetro e didmetro, porque naturalmente essas medidas
aumentariam em valores absolutos (cm), em funcdo do aumento da idade dos animais,
estando os leitdes artriticos ou no.

O aumento do perimetro e o didmetro articular nos animais do grupo positivo

decorre do edema local ocasionado pela administracdo intradérmica do adjuvante
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completo de FREUND, que desencadeia um estimulo quimiostatico. De maneira similar
a esta pesquisa, Gomes et al. (2013) avaliaram o efeito de duas aplicacOes intra-articulares
de adjuvante completo de Freund na regido tibia-femural de ratos Wistar e observaram
aumento do didmetro articular j& no segundo dia ap0s a primeira injecao.

A esse respeito, a literatura evidencia que a administragdo de 100 e 150pL de CFA
(Img/mL, Mycobacterium tuberculosis) na articulacdo do joelho de ratos Wistar causa
hiperalgesia e edema por 14 e 90 dias, respectivamente (Wilson et al., 2006). Neste
mesmo sentido, em trabalho conduzido com ratos Wistar, Yu et al. (2002) administraram
125uL de CFA (250ug, Mycobacterium butyricum) na articulagdo do joelho e observaram
hiperalgesia e edema por 20 a 30 dias, o que reforca o resultado obtido no presente estudo,
de aumento no diametro articular onde houve a inducao.

Embora sejam escassos o0s trabalhos com protocolos de indugéo de artrite em
suinos, os ratos cobaias constituem o modelo animal de mamiferos mais utilizado em
pesquisas de laboratorio. Em experimento com ratos Wistar, Gomes et al. (2013)
avaliaram a inducéo de artrite por meio de duas aplicacfes de Adjuvante Completo de
Freund, sendo a primeira com Mycobacterium tuberculosis (Img/mL; 50uL) na base da
cauda (intradérmica) e a segunda na articulacao tibiotarsica (intra-articular, 50uL), ap6s
21 dias. Os autores observaram que houve aumento no volume do edema (mL) da
articulacdo tibiotarsica até o 23° dia, sendo justificado pela inflamacéo no local.

A infiltracdo de neutrofilos e macr6fagos desencadeia um processo inflamatorio
local, caracterizado pela alteracdo morfométrica da articulacdo (Faria et al., 2009), o que
pode justificar os resultados morfoldgicos deste trabalho, inclusive os valores superiores
para volume do membro artritico avaliados no grupo positivo em relacdo ao grupo

controle, em todos os protocolos avaliados.

Avaliaces de estresse oxidativo

As variaveis de estado oxidativo no plasma revelaram baixa concentracdo de GSH
nos protocolos do grupo positivo, um indicativo direto de estresse oxidativo,
provavelmente gerado pela manifestacdo da inflamacgdo. Por se tratar de um agente de
defesa antioxidante, a GSH é consumida como cofator no processo de reducao das ERO,
reduzindo sua concentragéo circulante. Logo, o baixo resultado de GSH, para animais do
grupo positivo demonstra que a defesa antioxidante foi acionada frente a um possivel

aumento das ERO. A GSH age através de um complexo enzimatico em conjunto com a
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GPx e a glutationa redutase (GRd), sendo utilizada como redutor intracelular, reagindo
com radicais livres e gerando um mondmero oxidado (GS), que se liga a um segundo
mondmero oxidado (SG), formando a glutationa oxidada (GSSG) (Junior et al., 1998).

Em trabalho realizado com humanos com diagnostico positivo para artrite
reumatoide, Hassan et al. (2011) também observaram reducéo na concentracdo plasmatica
de GSH, constatando que o estresse oxidativo decorrente da inflamacéo foi responsavel
pela ativacao do sistema antioxidante, resultando no consumo da GSH.

Quanto a TAC, o grupo positivo teve concentracdes significativamente menores
(P<0,05) em comparacdo ao controle. A TAC, por indicar a capacidade antioxidante total
de uma amostra, ou seja, a soma de diversas moléculas com funcéo antioxidante (Ferrari,
2010), resultou em queda provavelmente porque as enzimas antioxidantes estdo sendo
consumidas, o que explica as menores concentragdes no protocolo positivo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Bracht et al. (2016) no plasma de ratos poliartriticos.

A medida de avaliacdo de grupos tiois leva em consideracdo a concentracdo dos
compostos tidis presentes em aminoacidos e proteinas como homocisteina, cisteina,
cisteilglicina, glutationa e albumina no plasma, que sdo compostos com potencial
antioxidante. Nesse sentido, Gongalves et al. (2017) também obtiveram resultados
semelhantes para diminuicdo de grupos tidis. E provéavel que os animais submetidos ao
protocolo de inducdo tiveram seus grupos tidis utilizados para combater as ERO.

Os protocolos do grupo positivo apresentaram concentracdes menores (P<0,05) de
proteinas carboniladas, cuja sintese ocorre por a¢do das ERO. Devido a retirada de um
H* do carbono a da proteina ocorre uma fragmentacéo e oxidacdo da cadeia, produzindo
compostos carbonilados como aldeidos, cetonas e lactamas reativas (Fedorova, Bollineni
& Hoffman, 2014; Vasconcelos et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados
por Mateen et al. (2016), onde os valores para pacientes humanos com artrite reumatoide
foram significativamente maiores em comparagao ao grupo controle, ao avaliar o plasma
sanguineo. Uma possivel causa desse aumento € justamente o estresse oxidativo que
estimula o processo de retirada de H™ do carbono a e, consequentemente, estimula a
carbonilagdo das proteinas. De modo geral, as ERO realizam oxidagdo de
macromoléculas como DNA, lipideos de membrana e proteinas (Comar et al., 2013).

Quanto as variaveis hepaticas, embora o peso relativo de figado tenha sido similar
(P>0,05) entre protocolos e grupos, a atividade da enzima catalase e a concentracdo da
SOD foram menores (P<0,05) nos protocolos do grupo positivo. Atuando em conjunto

com a catalase, a SOD é uma enzima antioxidante que catalisa a dismutagdo do O,
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transformando-o em perdxido de hidrogénio que posteriormente serd transformado em
agua e gas oxigénio pela catalase (Weydert & Cullen, 2010). Ambas fazem parte da
reducdo do Oz e H20O2 em &gua. Resultados semelhantes foram encontrados por Comar
et al. (2013), ao avaliarem a atividade hepética de catalase em ratos com artrite induzida
por adjuvante e por Sukketsiri et al. (2016), ao avaliarem o figado de ratos com artrite

induzida por adjuvante.

Proteinas de fase aguda

A menor concentracdo (P<0,05) de proteinas totais para os protocolos do grupo
positivo pode ter ocorrido devido a maior carbonilacdo de proteinas observada no plasma
de animais desse mesmo grupo, associada a reducdo (P<0,05) na concentracdo de
albumina plasmatica. Resultados semelhantes foram encontrados por Comar et al. (2013),
para concentracdo de albumina e globulina e sua relacdo no plasma de ratos.

Albumina e globulina estdo diretamente relacionadas as avaliacdes de inflamacdes
crénicas. A albumina sérica contém Cisteina-34 (Cys34), um tipo de cisteina que serve
de fonte de tidis livres no plasma humano (70-80%), e por conta dessa caracteristica age
reduzindo radicais livres. Além disso, possui residuos de metionina (Met87, Met123,
Met298, Met329, Met 446 e Met548) que tém sido estudados por realizarem atividade
antioxidante (Bracht et al., 2016; Fanali et al., 2012).

Portanto, devido ao fato da albumina possuir cisteina, que compde 0s grupos tiois,
realiza importante papel de defesa contra radicais livres, principalmente no sangue, onde
estd presente em maior quantidade. A albumina é consumida no processo, explicando 0s
menores valores obtidos para o grupo positivo. Além disso, a albumina é considerada
uma proteina de fase aguda de resposta negativa, ou seja, na grande maioria das espécies,
quando o sistema imunoldgico for ativado, a concentracdo de albumina no sangue tende
a diminuir devido a reducdo da sua sintese pelo figado (Cray, Zaias & Altman, 2009).
Quanto as globulinas, 0 aumento observado para os protocolos do grupo positivo pode
ser explicado por ser uma proteina de fase aguda positiva, cuja sintese hepatica se eleva
em resposta a uma inflamacao (Bracht et al., 2016).

As proteinas de fase agudasdo uma classe de proteinas cuja concentracdo
plasmatica aumenta (proteinas de fase aguda positivas) ou diminui (proteinas de fase
aguda negativas) em resposta a inflamacdo. Essa resposta € chamada de resposta de fase
aguda. Em resposta  a  danos, células inflamatdrias locais (neutroéfilos,

granuldcitos e macréfagos)  secretam  diversas citocinas na  corrente  sanguinea,
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notavelmente as interleucinas IL1, IL6e IL8, além de TNFa. O figado responde
produzindo um numero de reagentes de fase aguda. Ao mesmo tempo, a producdo de
diversas outras proteinas € reduzida; denominadas, entdo, reagentes negativos da fase
aguda. O aumento de certas proteinas de fase aguda pelo figado pode contribuir para a
promogcéo da sepse (Abbas, Lichtman & Pillai, 2014).

No presente estudo, exceto a IgA e 1gG, que foram similares entre os protocolos 111
e IV nos grupos positivo e controle, as demais proteinas de fase aguda (transferrina,
ceruloplasmina, haptoglobina e al-glicoproteina acida) diferiram entre 0s grupos
avaliados, para todos os protocolos de inducdo. De modo similar, ao avaliarem as
proteinas de fase aguda em ratos com poliatrite, Bracht et al. (2016) observaram diferenca
nos resultados para animais em comparacdo ao grupo controle, devido a ativacdo do

sistema imunologico.

Infiltracéo de leucocitos no liquido sinovial

O liquido sinovial é um dialisado do plasma viscoso, produzido pela membrana
sinovial, com funcdo de lubrificagdo e nutricdo, auxiliando no suporte mecanico e na
absorcdo de impacto. Ele € livre de material floculento ou fragmentos, possui coloracao
de clara a palha amarelada, e contém hialuronato, eletrdlitos, glicose, proteinas e enzimas
(Korenek et al., 1992; Martins, Silva e Baccarin, 2007).

Os leucdcitos sdo divididos de acordo com sua morfologia em mononucleares ou
agranuldcitos, com ndcleo ndo segmentado e sem granulos no citoplasma (mondcitos e
linfécito) e polimorfonucleares ou granulocitos, que possuem nucleo segmentado e
granulos citoplasmaticos (neutréfilos, eosinéfilos e baséfilos) (Guyton e Hall, 2006).

O namero total de leucocitos em articulagdes ndo inflamadas é geralmente menor
do que 1.000 células / pL, em que predominam células mononucleares (90%), com
numero de neutrofilos menor que 10% do total de leucécitos (Latimer et al., 2000).

A infiltracdo de leucdcitos no liquido sinovial é o evento mais relevante durante a
artrite, uma vez que esta envolvida na destruicdo do tecido e em todas as consequéncias
de longa duragdo decorrentes desta destruicdo (Gomes et al., 2013). No presente estudo,
0 aumento das concentracdes de leucdcitos mononucleares, poliformonucleares e totais
nos animais do grupo positivo em relacdo ao grupo controle, independente do protocolo
de indug&o de artrite avaliado, indica claramente a manifestacdo da inflamag&o no local

da aplicacdo do adjuvante.
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Em trabalho realizado em abatedouro de suinos, Alberton et al. (2003) avaliaram as
articulagdes de 50 suinos diagnosticados com artrite infecciosa, por diferentes agentes
patogénicos. Os autores determinaram a contagem diferencial de leucécitos no liquido
sinovial das articulagdes artriticas e observaram que cerca de 70% dos leucdcitos foram
polimorfonucleares e 30% mononucleares, representados principalmente por linfécitos.
Além disso, os autores observaram que as membranas sinoviais apresentavam-se
acentuadamente hipertrofiadas, formando massa aveludada, com as vilosidades dilatadas
na maioria dos casos.

O conjunto de variaveis determinadas no presente estudo permite diagnosticar os
animais de todos os protocolos do grupo positivo como monoartriticos, com leséo
desenvolvida na articulacdo onde foi realizada a injecdo do adjuvante completo de
FREUND, indicando a efetividade dos protocolos de inducdo. Essa pesquisa pode ser
importante para padronizacdo de um protocolo de inducdo de artrite em leitGes, com o
objetivo de realizar trabalhos futuros que busquem mitigar seus efeitos na fase pos-
desmame.

Todos os protocolos de inducédo de artrite em fémeas suinas em fase de aleitamento
resultam na manifestacdo da doenca na fase pds-desmame. A aplicacdo de adjuvante aos
7 dias é o protocolo indicado, devido a viabilidade técnica, pois 0s animais sdo mais leves,

de facil contencéo e utiliza-se apenas uma dose de adjuvante.
5. Concluséao

Todos os protocolos de inducdo de artrite por adjuvante avaliados em leitdes na fase
de aleitamento resultam em elevacdo da temperatura superficial, alteracdes das variaveis
morfoldgicas articulares, estresse oxidativo no plasma e figado, alteracBes na
concentracdo sérica de proteinas de fase aguda e na infiltragdo de leucdcitos no liquido
sinovial na fase pos-desmame.
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ARTIGO 2

O 6leo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado mitiga os efeitos do
estresse oxidativo em leitdes desmamados submetidos a artrite induzida na fase de

aleitamento?

Resumo: Artrites sdo inflamacdes articulares que geram atraso no desenvolvimento de
leitBes, perda de peso, resposta inflamatoria e estresse oxidativo. Produtos com alto teor
de polifendis e flavonoides podem prevenir ou mitigar os efeitos secundarios, devido as
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Objetivou-se com este trabalho avaliar
0 Oleo essencial de laranja (limoneno) microencapsulado sobre o desempenho, variaveis
morfoldgicas, bioquimicas, hematoldgicas e de estado oxidativo no sangue dos leitdes
desmamados, com ou sem artrite induzida na fase de aleitamento. O periodo experimental
foi considerado desde o dia do desmame até o 15° dia apds o desmame. Foram utilizadas
64 fémeas suinas com peso médio inicial de 5,67 + 0,18 kg, desmamadas aos 21 dias. Os
animais foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso, em
esquema fatorial 2 X 4, cujos tratamentos consistiram na inducao de artrite por adjuvante
ou ndo e 4 ragOes experimentais: controle negativo (ragdo sem adicdo de antibiotico ou
limoneno), controle positivo (ragdo com antibidtico: 300 ppm de lincomicina 44%),
limoneno (racdo com limoneno: 500 ppm de D-limoneno 12,38%) e limoneno +
antibidtico (racdo com limoneno: 250 ppm de D-limoneno 12,38% + antibi6tico: 150 ppm
de lincomicina 44%). Foram utilizadas 8 repeti¢cbes por tratamento e um animal por
unidade experimental. A inducdo de artrite por adjuvante na fase de aleitamento resulta
em queda de peso ao desmame, piora no desempenho, estresse inflamatorio e oxidativo,
aumento da temperatura superficial e das variaveis morfoldgicas da articulacdo. O uso de
Limoneno microencapsulado (500 ppm de D-limoneno 12,38%) ou de Limoneno
microencapsulado + Antibidtico (250 ppm de D-limoneno 12,38% + 150 ppm de
lincomicina 44%) mitigam os efeitos do estresse oxidativo em animais na fase pos-
desmame gerados pela artrite induzida na fase de aleitamento.

Palavras-chave: Inflamacdo articular em leitdes, Limoneno, Microencapsulacao.

2 Artigo redigido conforme normas da revista Livestock Science (ISSN:1871-1413).
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The microencapsulated orange essential oil (limonene) mitigates the effects of oxidative
stress in weaned piglets submitted to arthritis induced in the lactation phase

Protocols for arthritis induction in suckling piglets and their effects on morphological
variables, oxidative status and inflammatory response after weaning

Abstract: Arthritis are joint inflammations that cause delay in the piglets’ development,
weight loss, inflammatory response and oxidative stress. Products with a high content of
polyphenols and flavonoids can prevent or mitigate these effects, due to their
antimicrobial and antioxidant properties. The objective of this work was to evaluate the
microencapsulated orange essential oil (limonene) on the performance, morphological,
biochemical, hematological and oxidative status variables in the blood of weaned piglets,
with or without arthritis induced during the lactation phase. The experimental period was
considered from the day of weaning until the 15th day after weaning. 64 female pigs with
an average initial weight of 5.67 = 0.18 kg were used, weaned at 21 days. The animals
were distributed in a randomized block design, in a 2 X 4 factorial scheme, whose
treatments consisted of inducing arthritis by adjuvant or not and four experimental diets:
negative control (diet without the addition of antibiotics or limonene), positive control
(antibiotic diet: 300 ppm lincomycin 44%), limonene (diet with limonene: 500 ppm D-
limonene 12.38%) and limonene + antibiotic (diet with limonene: 250 ppm D-limonene
12.38% + antibiotic: 150 ppm of 44% lincomycin). Eight repetitions per treatment and
one animal per experimental unit were used. The arthritis induction by adjuvant in the
lactation phase results in weight loss at weaning, worsening in performance,
inflammatory and oxidative stress, increased surface temperature and joint morphological
variables. The use of microencapsulated Limonene (500 ppm D-limonene 12.38%) or
microencapsulated Limonene + Antibiotic (250 ppm D-limonene 12.38% + 150 ppm
lincomycin 44%) mitigates the effects of oxidative stress in animals in the post-weaning
phase generated by arthritis induced in the lactation phase.

Keywords: Joint inflammation in piglets, Limonene, Microencapsulation.

Highlights
1- Infecgdes microbianas em leitdes lactentes podem gerar artrites nas fases subsequentes.
2- Leitdes lactentes foram induzidos com artrite por adjuvante aos 7 dias de idade.
3- Artrite induzida em leitGes lactentes reduz o peso vivo e o desempenho pos-desmame.
4- Artrite induzida em leitdes lactentes gera resposta inflamatoria e estresse oxidativo.

5- Limoneno microencapsulado em dietas de leitBes artriticos mitiga o estresse oxidativo.

1. Introducéo

As artrites sdo inflamacgfes articulares causadas principalmente por infeccao
bacteriana decorrente de manejo sanitario ou profilatico inadequados, que acometem
principalmente os leitdes, causando atraso no crescimento, descarte precoce, formagéo de

animais refugos, ébitos ou condenacdo de carcagas nos abatedouros (Hill, 1992; Alberton
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etal., 1999; Morés et al., 2000). Os animais artriticos mostram andar dificil e claudicante,
apresentam atraso no desenvolvimento e, as vezes, perda de peso, inapeténcia e ainda
temperatura retal e corporal elevadas (Graciano et al., 2014). As articulagbes mais
comumente afetadas sdo a tarso-falange, umero-radioulnar, fémur-tibio-patelar, coxo-
femural e escapulo-umeral (Tittiger e Alexander, 1971; Cross e Edwards, 1981).

A contaminacédo pode ocorrer nos primeiros dias de vida dos leitdes. Fatores como
tempo prolongado de baia imida e/ou suja, independente do tipo de piso, potencializa a
contaminacdo bacteriana (Madec e Fourichon, 1990). Outros pontos predisponentes a
contaminacédo se relacionam ao manejo direto com o leitdo, por exemplo: o corte dos
dentes feito de maneira incorreta (uso de equipamento ndo esterilizado e causa de
sangramento no processo); realizacdo do corte de umbigo sem a devida assepsia local ou
feito na distancia incorreta do abdémen; corte inadequado da calda, entre outros fatores
que envolvam processos de cicatrizacdo (Morés et al., 2000; Morés et al., 2003). Além
disso, leitBes castrados tendem a um nivel maior de cortisol, quando comparados a ndo
castrados, influenciando diretamente no sistema de defesa imunoldgica (Moya et al. 2008;
Jayaraman e Nyachoti, 2017).

Por se tratar de um processo inflamatorio, a artrite resulta em alterac6es metabolicas
que geram elevacdo na producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e outras espécies
reativas. Essas ERO naturalmente fazem parte do metabolismo dos animais como
consequéncia do metabolismo do oxigénio molecular (Oz e tém como funcéo, em
condi¢fes normais, eliminar agentes agressores, entretanto o excesso de ERO pode
acarretar estresse oxidativo (Ferreira e Matsubara, 1997; Vasconcelos et al., 2007).

Neste sentido, produtos com alto teor de polifendis e flavonoides despertam
interesse devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, com enorme
potencial de prevencdo ou mitigacdo de artrites em suinos. Dentre as principais fontes de
compostos fendlicos estdo as frutas citricas, como limdo, laranja e tangerina, ou seus
residuos industriais, ap0s a extracao do suco (Davis, 2004).

Oleos essenciais sdo exemplos de aditivos alimentares que podem aprimorar a
defesa imunoldgica dos suinos durante situacdes criticas, elevando a defesa antioxidante
ndo enzimatica e auxiliando no status sanitario do organismo (Franz et al., 2010). O D-
limoneno é o principal componente do 6leo essencial de laranja. Constitui um terpeno
com aroma acentuado e sabor levemente amargo. Sua captacdo € convencionalmente
realizada por extracdo com solvente hexano. Também pode ser realizada destilacdo a

vapor e extragdo por micro-ondas (Sun et al., 2009; Ozturk et al., 2019).
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Estudos com humanos revelaram que o uso do limoneno como agente antioxidante
reduz a peroxidagédo lipidica e poupa atividade de enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase (Murali, 2013; Bai
et al., 2016). Em alguns casos, o limoneno ndo apresenta efeito antibacteriano
clinicamente significativo, mas pode modular a acdo dos antibidticos contra as bactérias
resistentes a mdltiplas drogas (De Aradjo et al., 2020). Essa modulacdo e controle
bacteriano pode auxiliar na reducdo de crescimento de bactérias patogénicas como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Proteus vulgaris,
Staphylococcus epidermidis e outras cepas fungicas como Aspergillus flavus e
Trichophyton alba (Khan et al., 2012), demonstrando sua ampla atuacao sinérgica a satde
e bem estar de humanos e animais.

Diante da constante alteragdo das normas para inclusdo de antibi6ticos, pesquisas
sdo desenvolvidas na tentativa de reduzir a inclusdo dos mesmos nas dietas animais,
evitando assim a resisténcia bacteriana, o que é benéfico para os animais e para 0S
humanos. A reducao no uso de antibioticos das dietas dos animais pode diminuir em até
15% a prevaléncia de bactérias resistentes e de 24 a 32% de bactérias multiresistentes no
organismo animal (Tang et al., 2017).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar o éleo essencial de laranja
microencapsulado sobre o desempenho, parametros morfoldgicos, bioquimicos,
hematoldgicos e de estado oxidativo no sangue dos leitdes desmamados, com ou sem

artrite induzida na fase de aleitamento.

2. Material e métodos

Foi realizado um ensaio de desempenho no Setor de Suinocultura da Fazenda
Experimental de lIguatemi (FEI), pertencente a Universidade Estadual de Maringa
(UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04’W, a 564m de altitude). Todos
os procedimentos experimentais foram previamente submetidos a apreciacdo do Comité
de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo (CEUA/UEM), tendo sido
aprovados para execucgédo (Parecer n® 2086220217).

2.1. Animais e instalacOes

Foram utilizadas 64 fémeas suinas mesticas (AGPIC425 x Topigs 20), com peso

médio inicial de 5,67 + 0,18 kg, desmamadas com 21 dias de idade e alojadas
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individualmente em baias suspensas de 1,32 m? (1,50 x 1,70 m), separadas entre si por
divisoria de grades de ferro, com comedouros frontais semiautomaticos e bebedouros tipo
nipple, localizadas em creche de alvenaria, com piso misto (concreto macico e polietileno
vazado) e telha de amianto, com ventiladores de parede, cortinas basculantes de lona e
lampadas incandescentes como fonte de calor suplementar.

Como protocolo sanitario na sala de creche experimental, primeiramente foi
retirada a matéria organica aderida as grades de metal, comedouros, chédo e paredes, com
o auxilio de espatula e bomba d’agua de alta pressdo. Posteriormente, a sala foi
desinfetada com vassoura de fogo (ap6s secagem), solucdo de cal aplicada no piso e
paredes, além de solugdo de hipoclorito 1:20. Depois de desinfetada, a sala foi mantida
em vazio sanitario por sete dias, em média.

A sala de creche foi equipada com um termohigrémetro digital, e as temperaturas
minima e maxima médias registradas foram de 18,5 + 4,58°C e 29,6 + 5,02°C,

respectivamente. A umidade relativa oscilou entre 48,66 + 6,11% e 75,23 + 10,90%.

2.2. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em delineamento experimental de blocos ao acaso,
em esquema fatorial 2 X 4, cujos tratamentos consistiram na inducdo de artrite por
adjuvante ou néo e 4 ragdes experimentais. Foram utilizadas 8 repeticdes por tratamento
e um animal por unidade experimental. Na formac&o dos blocos, foram considerados o
peso inicial e o parentesco dos animais.

2.3. Dietas experimentais

As racOes experimentais (Tabela 1) foram formuladas a base de milho, farelo de
soja, soro de leite em po, leite integral em pd, farinha de peixe, acucar, 6leo de soja,
vitaminas, minerais, aminoacidos e aditivos, para atender em, no minimo, as exigéncias

nutricionais propostas pelo NRC (2012), para suinos dos 7,0 aos 11,0 kg.

Tabela 1. Composicdo centesimal, quimica e energética das racfes experimentais para

leitdes dos 7,0 aos 11,0 kg com ou sem antibi6tico ou limoneno.

Tratamentos

Ingredientes (g/kg) Controle Controle ) Limoneno +
) o Limoneno .
Negativo Positivo antibiotico



Lincomicina 44% (ppm) - 300 - 150
D-limoneno 12,38% (ppm) - - 500 250
Milho 617,40 617,40 617,40 617,40
Farelo de soja 123,22 123,22 123,22 123,22
Farinha de peixe 50,00 50,00 50,00 50,00
Soro de leite em po 60,00 60,00 60,00 60,00
Leite integral em po 50,00 50,00 50,00 50,00
Acucar 30,00 30,00 30,00 30,00
Oleo de soja 20,00 20,00 19,05 19,08
Calcario 9,561 9,561 9,561 9,561
Fosfato bicalcico 12,012 12,012 12,012 12,012
Sal comum 7,293 7,293 7,293 7,293
L-lisina HCI (78,4%) 8,573 8,573 8,573 8,573
DL-metionina (99,0%) 3,022 3,022 3,022 3,022
L-treonina (98,5%) 3,016 3,016 3,016 3,016
L-triptofano (98,0%) 0,711 0,711 0,711 0,711
Premix vitam.-mineralt 5,000 5,000 5,000 5,000
Antioxidante? 0,100 0,100 0,100 0,100
Lincomicina 44% 0,000 0,030 0,000 0,015
D-limoneno 12,38% 0,000 0,000 0,050 0,025
Inerte® 0,050 0,020 0,000 0,010
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicéo calculada

EM (Mcal/kg) 3,40 3,40 3,40 3,40
N total (g/kg) 34,30 34,30 34,30 34,30
PB (g/kg) 214,20 214,20 214,20 214,20
Lactose (g/kg) 67,64 67,64 67,64 67,64
EE (g/kg) 521 521 521 521
FB (g/kg) 20,40 20,40 20,40 20,40
FDN (g/kg) 103,50 109,60 103,50 109,60
FDA (g/kg) 42,40 42,40 42,40 42,40
Ca (g/kg) 10,68 10,68 10,68 10,68
P disponivel (g/kg) 5,28 5,28 5,28 5,28
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Sadio (g/kg) 2,24 2,24 2,24 2,24
Potéssio (g/kg) 5,20 5,20 5,20 5,20
Cloro (g/kg) 2,14 2,14 2,14 2,14
Lisina digestivel (g/kg) 14,51 14,51 14,51 14,51
Met+Cis digestivel (g/kg) 8,13 8,13 8,13 8,13
Treonina digestivel (g/kg) 9,72 9,72 9,72 9,72
Triptofano digestivel (g/kg) 2,76 2,76 2,76 2,76
Arginina digestivel (g/kg) 14,51 14,51 14,51 14,51
Valina digestivel (g/kg) 10,01 10,01 10,01 10,01
Isoleucina digestivel (g/kg) 7,98 7,98 7,98 7,98
BED (mEq/kg)* 170,02 170,02 170,02 170,02

! Contetido/kg da dieta: ferro — 0,12 g; cobre — 17,23 mg; cobalto — 0,69 mg; manganés — 0,06 mg; zinco —
0,16 g; iodo — 1,44 mg; selénio — 0,55 mg; vit. A - 12.300 U.l.; vit D3— 2.705 U.L.; vit. E — 74 U.L.; vit By
— 1,81 mg; vit B, — 6,73 mg; vit. Bs — 3,91 mg; vit By, - 37 mcg; niacina — 0,05 mg; acido pantoténico —
27,10 mg; vit. Ks— 5,50 mg; acido folico — 0,57 mg; biotina — 0,18 mg.; colina — 0,36 g. 2 BHT (Butil-

hidroxi Tolueno). 3Caulim. “Balanco eletrolitico da dieta.

Os dados de composicdo bromatoldgica dos alimentos utilizados nas rac@es foram
obtidos por meio de anédlises realizadas no Laboratorio de Andlise de Alimentos e
Nutricdo Animal da Universidade Estadual de Maringad (LANA-UEM). Foram realizadas
as andlises de matéria seca (Meétodo 930.15; AOAC, 2006), proteina bruta (Método
984.13; AOAC, 2006), extrato etéreo (Método 920.85; AOAC, 1990), fibra bruta
(Método 962.09; AOAC, 2006), fibra em detergente acido (Método 973.18; AOAC,
1990), fibra em detergente neutro (Mertens, 2002), matéria mineral (Método 942.05;
AOAC, 2006), matéria organica (Método 924.05; AOAC, 1990), calcio (Método 968.08;
AOAC, 2006) e fosforo (Método 946.06; AOAC, 2006). Os valores de energia bruta
foram determinados no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa— COMCAP, por meio
de calorimetro adiabatico (Parr AC 6200, Moline, IL).

Os valores de energia metabolizavel, fésforo disponivel e aminoacidos digestiveis
foram estimados a partir dos coeficientes propostos por Rostagno et al. (2017).

Os tratamentos avaliados foram os seguintes:

- Controle Negativo: racdo sem adicdo de antibidtico ou de limoneno.

- Controle Positivo: racdo com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%)

- Limoneno: ra¢do com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%).
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- Limoneno + antibidtico: racdo com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)

+ antibidtico (150 ppm de lincomicina 44%).

Para a fabricacédo das dietas, primeiramente foi realizada a mistura da racéo controle
negativo.  Subsequentemente, foram adicionadas as pré-misturas com 0s
microingredientes de antibidtico, limoneno e inerte, para formacédo dos tratamentos. Para
evitar contaminacgdo entre as dietas, utilizou-se a seguinte ordem de mistura: controle
negativo, limoneno, limoneno + antibi6tico e por fim, antibidtico. Tanto o antibiotico
quanto o limoneno foram incluidos nas ra¢des as custas do inerte. O antibiotico utilizado
foi a lincomicina 44%, fornecido pela empresa Sauvet® Industria Farmacéutica e
Veterinaria Ltda. O limoneno utilizado foi fornecido na forma liquida pela empresa
Grasp® IndUstria e Comércio Ltda (D-limoneno 99%) e microencapsulado para uso nas
racoes, resultando em D-limoneno 12,38% em granulos.

O balanco eletrolitico da dieta (BED) foi calculado com base nos niveis de Na, K e
Cl dos alimentos e dos aminoacidos contidos nas ragdes, conforme proposto por Mongin
(1981), utilizando-se a seguinte formula:

BED = (Na/23,00 + K/39,10 — CI/35,45) x 10
onde:
Na = quantidade de sddio presente em cada um dos alimentos, expresso em mg/kg.
K = quantidade de potassio presente em cada um dos alimentos, expresso em mg/kg.
Cl = quantidade de cloro presente em cada um dos alimentos, expresso em mg/kg.

2.4. Microencapsulacdo do D-limoneno 99%

O processo de microencapsulacdo e as analises do material microencapsulado
foram realizadas no Ndcleo de Estudos em Produtos Naturais da UEM — NEPRON. Para
inclusdo do limoneno nas racgdes, foi previamente realizada a microencapsulacéo por meio
de equipamento spray dryer (B-191, Buchi Spray Dryer). A microencapsulacdo do D-
Limoneno foi realizada segundo metodologia de Chranioti et al. (2015), com
modificagOes, sendo que as concentragdes dos produtos empregados estdo descritas na
Tabela 2.

O D-Limoneno 99%, na forma de 6leo foi utilizado na proporcao de 1:4 m/m com
a Maltodextrina 1920, sob agitacdo constante ate completa dissolucdo. Para facilitar o

processo, foi adicionado o surfactante Tween 80. A mistura foi levada ao shaker por 30



232
233
234
235
236

237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259

61

minutos a 35°C e 200 rpm. A dispersdo homogénea foi alimentada ao spray dryer
(temperatura do ar de entrada de 176°C e de saida de 100°C).

Tabela 2. Concentracdo de produtos empregados na microencapsulagéo do D-Limoneno
99%.

Produto Percentagem (%)
D-Limoneno 99% (6leo) 5,00
Maltodextrina 1920 20,00
Tween 80 1,00

Agua destilada 74,00
Total 100,00

O produto em p6 resultante foi acondicionado em refrigerador (4°C), na auséncia
de luz, até as analises laboratoriais e posterior uso nas ragdes. Como anélises fisico-
guimicas no microencapsulado (Tabela 3), foi determinada a granulometria, seguindo a
metodologia de Zanotto e Bellaver (1996). Os teores de umidade, solubilidade e
higroscopicidade foram determinados pela metodologia de Chranioti et al. (2015). A
atividade de agua foi determinada em equipamento AqualLab Series 4TE, com
temperatura controlada em 25°C. O teor de lipideos totais foi determinado por meio de
arraste com éter de petréleo, em equipamento Soxhlet.

A quantidade de o6leo encapsulado foi determinada gravimetricamente. As
microcépsulas secas foram trituradas em um dispersor, por dois minutos, na presenca de
diclorometano. Apo6s a trituragdo das particulas, foi adicionado sulfato de sodio para
remover a agua residual. O material foi filtrado a vacuo, o filtrado foi transferido para
baldo de fundo redondo e rotaevaporado para eliminacdo do solvente organico. A
eficiéncia de encapsulacdo foi definida como a quantidade de 6leo recuperada por grama
de microcapsula em relag&o ao 6leo inicialmente inserido. Todas as analises foram feitas
em triplicata.

Tambeém foi determinada a concentracdo de compostos fenolicos totais (equivalente
acido galico) e as analises de sequestro do radical 2,2-diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
do Acido 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) no D-Limoneno 99%
e no microencapsulado, ambas no Laboratério de Espectrofotometria e Cromatografia do

Departamento de Zootecnia da UEM.
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante do D-Limoneno-99% e

do microencapsulado contendo 5% de Limoneno.

Variavel D-Limoneno (99%)  Microencapsulado
Granulometria (um) - 218,31
Umidade (%) 0,10 3,46
Solubilidade (%) 1,42 93,21
Higroscopicidade (g H20/100g) 0,13 12,68
Atividade de &4gua <0,01 0,17
Lipideos totais (%) 99,90 12,38
Eficiéncia de encapsulacédo (%) - 64,40
Fendis totais (ug EAG/mg de amostra) 109,16 8,23
ABTS (mmol equiv. trolox/mg amostra) 2210,58 340,87
DPPH (% de inibicéo) 88,15 14,32

A quantificacdo dos compostos fenodlicos foi realizada utilizando o reagente
FolinCiocauteau (Souzaetal., 2007). Por meio de uma curva de calibracéo de acido galico
é possivel correlacionar a intensidade da cor a concentracdo de fenois presente na
amostra, sendo o resultado expresso em equivalente de acido galico. A curva padrao de
acido galico foi preparada com concentraces de 10 a 100 pg/mL. As amostras de D-
limoneno e de microencapsulado foram diluidas em metanol. Para a reagdo, uma aliquota
de 0,3 mL da solucdo metandlica foi adicionada a 2,5 mL de solucdo aquosa do reagente
FolinCiocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sddio a 7,5%. Incubou-se a mistura
durante 5 minutos em banho-maria a 50 °C e, posteriormente, a absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro UV/Vis na regido do visivel (700 nm). O branco foi obtido
substituindo-se o0 volume de amostra por metanol, mantendo-se as mesmas quantidades
de reagente de Folin Ciocalteau e solucdo de carbonato de sddio. Os resultados foram
expressos em pg equivalentes de acido galico (EAG)/ug de amostra.

Para 0 ensaio ABTS, a solucdo foi preparada de acordo com Re et al. (1999)
reagindo-se a solugéo estoque de ABTS (7 mmol L™!) com uma solugéo de persulfato de
potassio (2,45 mmol L™1). A solucio final foi deixada em repouso no escuro a temperatura
ambiente durante 12-16 horas antes da utilizacdo. O valor de absorbancia entre 0,75 e
0,80 em 730 nm foi determinado diluindo-se 10 mL da solugdo estoque com
aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v) (Serpen et al., 2012).

Os resultados foram comparados com uma curva padrdo preparada com acido 6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) e expressos como mmol de equivalente
Trolox / mg de amostra. Para todas as leituras de DPPH e ABTS, foi utilizado
espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo SCIENTIFIC, GENESY'S 10uv Scanning).

Para o ensaio de sequestro do radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995), a reacéo
de mistura consistiu em 290 ul de DPPH em metanol (0.3 mM) e 10 pL de amostra.
Foram mensuradas em absorbancia de 515 nm por 30 minutos. A percentagem de inibicdo

do DPPH em 515 nm foi calculada por meio da seguinte equacéo:

% Inibicdo DPPH s1snmy= (1 — As/ Ao) x 100

Em que:
Ag: absorbancia da solu¢do de DPPH mensurada no tempo zero
Ay absorbancia de cada amostra 30 minutos ap6s a adi¢ao da solucéo de DPPH.

2.5. Inducdo de artrite

Os animais foram pesados aos 7 dias de idade e separados em 2 grupos para
distribuicdo justa de peso corporal, mantendo a proximidade do peso meédio entre 0s
grupos. Ainda assim, os animais da mesma leitegada foram distribuidos entre o grupo de
inducdo com adjuvante completo de Freund e o grupo de aplicacdo do soro fisiolégico,
para ser considerado o efeito materno.

Metade dos animais utilizados no experimento (32 leitdes fémeas) foi submetida a
aplicacdo de adjuvante completo de Freund, ainda durante a fase de aleitamento. Foi
realizada a inducgéo de artrite na articulacdo tarso-falange do membro posterior direito,
através de injecdo intradérmica de 0,1 mL de adjuvante completo de FREUND
(Mycobacterium tuberculosis derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas pelo calor,
suspendidas em 6leo mineral 0,5% (w/v)) (Pearson & Wood, 1963).

A outra metade dos animais (n=32) foi submetida a0 mesmo manejo, porém com
aplicacOes de soro fisiolégico (0,9%). Durante o periodo de lactagdo, todos os animais
receberam ragdo pré-inicial | (Tabela 4), a partir dos 7 dias de idade, e &gua & vontade.

Tabela 4. Composicao centesimal, quimica e energética da racao pré-inicial I.

Ingredientes g/kg de matéria natural
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Milho gréo 370,00
Farelo de soja 230,00
Ntcleo Pré-inicial®? 400,00
Composicéo calculada
Energia metabolizavel (Mcal/kg) 3,40
Proteina bruta (g/kg) 177,50
Lactose (g/kg) 72,88
Fibra bruta (g/kg) 20,41
Fibra em detergente neutro (g/kg) 103,52
Fibra em detergente acido (g/kg) 42,41
Célcio (g/kg) 8,03
Faésforo disponivel(g/kg) 4,05
Sadio (g/kg) 3,52
Potéassio (g/kg) 2,83
Cloro (g/kg) 4,51
Lisina digestivel (g/kg) 13,51
Met+Cis digestivel (g/kg) 7,42
Metionina digestivel (g/kg) 3,90
Treonina digestivel (g/kg) 7,91
Triptofano digestivel (g/kg) 2,21

! Composicdo basica do produto: Soja integral desativada, Proteina concentrada de soja, Milho Pré-
gelatinizado, Soro de leite em p6, Gordura vegetal hidrogenada, Calcario calcitico, Fosfato bicalcico,
Cloreto de sodio, Filito, Sulfato de cobalto, Sulfato de cobre, Sulfato de ferro, lodato de calcio, Oxido de
manganés, Selenito de sodio, Oxido de zinco, Vitamina A, Vitamina D3, Vitamina E, Vitamina K3,
Vitamina B1, Vitamina B2, Vitamina B6, Vitamina B12, Acido félico, Acido nicotinico, Acido
pantoténico, Cloreto de colina, Biotina, Aditivo acidificante, Aditivo aromatizante, Aditivo antioxidante,
Aditivo enzimatico, L-lisina, DL-metionina, L-treonina, L-triptofano, L-valina e AgUlcar.

2 Niveis de garantia/kg do produto: Proteina bruta: 160 g (min.), Extrato etéreo: 50 g (min.), Fibra bruta:
25 g (max.), Célcio: 13/ 17 g (min. / max.), Fésforo: 7.000 mg (min.), Sédio: 7.000 mg (min.), Matéria
mineral: 130 g (max.), Cobalto: 2 mg (min.), Cobre: 375 mg (min.), Ferro: 375 mg (min.), lodo: 4,5 mg
(min.), Manganés: 137 mg (min.), Selénio: 1 mg (min.), Zinco: 6.780 mg (min.), Vitamina A: 31.200 Ul
(min.), Vitamina D3: 6.250 Ul (min.), Vitamina E: 100 Ul (min.), Vitamina K3: 7,5 mg (min.), Vitamina
B1: 7,5 mg (min.), Vitamina B2: 12,5 mg (min.), Vitamina B6: 7,5 mg (min.), Vitamina B12: 150 mcg
(min.), Acido félico: 1,5 mg (min.), Acido nicotinico: 87,5 mg (min.), Acido pantoténico: 55 mg (min.),
Colina: 1.670 mg (min.), Biotina: 0,25 mg (min.), Lisina: 18 g (min.), Metionina: 8.200 mg (min.).

2.6. Avaliacdo do desempenho e caracteristicas de carcaga



334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367

65

Todos os animais foram desmamados aos 21 dias de idade e alojados
individualmente em baias de creche. Todos 0s animais receberam racao e dgua a vontade
e iguais condicGes de manejo durante todo o periodo experimental (21 aos 36 dias de
idade). Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento e as ragdes
experimentais sempre que fornecidas, para calcular o consumo diério de racdo (CDR), o
ganho de peso diario (GPD) e a converséo alimentar (CA).

No ultimo dia do experimento, foram mensuradas a espessura de toucinho (ET) e a
profundidade de musculo (PM), quando os animais atingiram o peso médio de 8,24 +0,36
kg por meio de uma ecocamera (Aloka® SSD-500 Vet) e uma probe de 11,5 cm e 3,5
MHz. As medidas foram realizadas na regido P2, entre a Ultima e penultima costela
toracica, a 4 cm da linha média, sendo a regido previamente depilada no sentido cranio-
caudal e dorso-ventral, conforme descrito por Dutra Jr. et al. (2001), obtendo-se duas

imagens da regido, mensuradas por meio do software Image Pro Plus®.

2.7. Avaliacdes morfologicas e temperatura superficial

Ao longo dos dias de avaliacdo, os animais foram pesados e foram tomadas as
medidas do perimetro e diametro da articulacdo tarso-falange do membro posterior
direito. Para tanto, o perimetro foi obtido com auxilio de fita métrica graduada em
centimetros, enquanto o didmetro foi mensurado com auxilio de paquimetro digital,
expressando-se os valores em termos absolutos (cm) e de maneira alométrica, em valores
relativos (cm/kg PV).

Também foram registradas as medidas de volume do membro posterior direito dos
animais, utilizando-se uma proveta graduada com capacidade de 250 mL, que foi
preenchida com &gua até a superficie (V1). Em seguida, o membro foi submerso até a
altura da articulacdo tarso-tibia (jarrete), sendo retirado suavemente e mensurado o
volume de agua restante na proveta (V2). Assim, o volume do membro foi calculado
como: Volume (mL)= V1 - V2, sendo expresso em termos absolutos (mL) e de maneira
alométrica, em valores relativos (mL / kg Peso Vivo).

A temperatura superficial do membro posterior direito dos animais foi registrada
por meio de um equipamento Termovisor Fluke® (Modelo Ti-110), com termdémetro
infravermelho acoplado. Foram obtidas 2 imagens por animal a cada dia de avaliacao,
sendo que as imagens termograficas foram posteriormente analisadas por meio do

software SmartView®, em que foram tomadas as medidas de temperatura de 10 pontos
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em cada membro e calculadas as médias de temperatura superficial, expressas em °C, para

posteriores analises estatisticas.

2.8. Variaveis bioquimicas do sangue

No ultimo dia do experimento, ap0os 6 horas de jejum, foram colhidas amostras de
sangue de um animal por unidade experimental, para determinacdo dos parametros
bioquimicos plasmaticos (glicose, ureia, proteinas totais, globulinas, triglicerideos,
colesterol total, HDL e LDL), utilizando kits comerciais especificos e seguindo 0s
procedimentos descritos nos mesmos. As amostras de sangue foram obtidas através da
puncdo na veia cava anterior, com auxilio de agulhas descartaveis de 40x12 mm (Moreno
etal., 1997). Foram colhidos aproximadamente 20 mL de sangue que foram divididos em
tubos devidamente identificados contendo fluoreto, utilizado como anticoagulante nos
tubos destinados a analise de glicose, ou heparina sddica, para as analises dos demais
parametros bioquimicos supracitados. As amostras foram centrifugadas (3.000 rpm por
15 minutos) para obtengdo do plasma. Em seguida, 3 mL de plasma foram transferidos
com auxilio de uma pipeta automética para tubos de polipropileno devidamente

identificados.

2.9. Parametros hematol6gicos

Foram feitos esfregacos sanguineos com amostras de sangue colhidas em tubos
contendo heparina sodica, para posterior determinacdo dos parametros hematologicos
sanguineos, por meio da contagem diferencial leucocitaria (leucograma). Os esfregagos
foram realizados em laminas de vidro, que foram coradas pelo método May Grunwald-
Giemsa, para posterior observa¢do em microscopio optico (Motic®, ds 300, Xiemen,
China) com objetiva de imersdo (1000x). Nesta metodologia, 100 leucécitos de cada
lamina de sangue foram examinados e contados utilizando o aplicativo MsCounter2,
possibilitando o calculo e determinacdo da porcentagem de cada um dos leucdcitos
bésicos.

A determinacdo da contagem total de leucdcitos foi realizada em hemocitdémetro
(cdmara de Neubauer), por meio de observacdo em microscopio optico (Motic®, ds 300,
Xiemen, China) com objetiva de imerséo (1000x), apés diluicdo de amostras de sangue

em diluente especifico (liquido de Turk), na proporgéo de 1:20.
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Adicionalmente, foram utilizados tubos contendo EDTA para a colheita de sangue,
que foi utilizado para determinar a porcentagem de hematocrito, utilizando

microcapilares submetidos a centrifugacdo do sangue (10.000 rpm, por cinco minutos).

2.10. AvaliagGes de estresse oxidativo no plasma

Foram realizadas as analises de sequestro do radical 2,2-diphenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e do Acido 2,2"- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) no plasma
sanguineo, ambas no Laboratério de Espectrofotometria e Cromatografia do
Departamento de Zootecnia da UEM.

Para o ensaio de sequestro do radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995), a reacéo
de mistura consistiu em 290 ul de DPPH em metanol (0.3 mM) e 10 puL de amostra (as
amostras de plasma foram diluidas quando necessario). Foram mensuradas em
absorbancia de 515 nm por 30 minutos. A percentagem de inibicdo do DPPH em 515 nm
foi calculada por meio da seguinte equacéo:

% Inibicdo DPPH (15nm)= (1 — A¢/ Ag) X 100

Em que:

Ao: absorbancia da solu¢do de DPPH mensurada no tempo zero

Ay absorbancia de cada amostra 30 minutos apo6s a adi¢éo da solugdo de DPPH.

Para 0 ensaio ABTS, a solucdo foi preparada de acordo com Re et al. (1999)
reagindo-se a solugdo estoque de ABTS (7 mmol L™!) com uma solugdo de persulfato de
potassio (2,45 mmol L™1). A soluco final foi deixada em repouso no escuro a temperatura
ambiente durante 12-16 horas antes da utilizacdo. O valor de absorbancia entre 0,75 e
0,80 em 730 nm foi determinado diluindo-se 10 mL da solugdo estoque com
aproximadamente 800 mL de uma mistura etanol/agua (50:50, v/v) (Serpen et al., 2012).
Os resultados foram comparados com uma curva padrdo preparada com acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) e expressos como mmol de equivalente
Trolox / mL de plasma. Para todas as leituras de DPPH e ABTS, foi utilizado
espectrofotdbmetro UV-visivel (Thermo SCIENTIFIC, GENESY'S 10uv Scanning).

As analises de glutationa reduzida (GSH), tiois e proteinas carboniladas foram
realizadas no Laboratorio de Metabolismo Hepatico, no Departamento de Bioquimica da
UEM. A GSH foi determinada em lisados de hemacias, utilizando-se kit comercial
(OxiSelect™ Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kit, CAT-312, Cellbiolabs Inc.) por
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meio do ensaio enzimatico com a enzima glutationa redutase, na presenca de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH). Posteriormente um cromogeno
presente no kit comercial foi adicionado para reagir com grupamento tiol da GSH que foi
lido em espectrofotdmetro, a 405nm. Os procedimentos de célculo para as concentrages
de GSH foram realizados conforme descritos no kit comercial.

Os niveis plasmaticos de tiois totais foram determinados utilizando o DTNB (acido
5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico), conforme descrito por Faure e Lafond (1995). A diferenca
de absorbancia inicial e final foi utilizada para calcular a concentracdo de tidis reduzidos
e os valores foram expressos como nmol de tidis.mg de proteina™.

O conteudo de proteinas carboniladas, tanto para plasma quanto para figado, foi
determinado pelo método do 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH), como descrito por Levine
et al. (1990). O conteudo de proteinas carboniladas foi calculado com base no coeficiente
de extingdo molar de 22 mM/cm, e os resultados expressos em nmol de grupamentos
carbonil/mg de proteina. O contetido proteico (proteinas totais, albumina e globulinas) foi

determinado de acordo com Lowry et al. (1951), usando albumina bovina como padrao.

2.11. Andlise estatistica

O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a presenca de outliers
entre as variaveis. A normalidade dos erros experimentais e a homogeneidade de
variancias entre os tratamentos para as diversas variaveis foram avaliadas previamente
utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk e de Levene (SAS, 2010), respectivamente.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada por meio do procedimento “General
Linear Models” (GLM) do software estatistico SAS (2010). Para as variaveis de
desempenho, o peso inicial dos suinos foi utilizado como covariavel. Foi aplicado o teste
F para comparagdo das medias de animais com ou sem artrite induzida e o teste de SNK
para comparacdo das médias entre os tratamentos. Os graus de liberdade referentes aos
dias de avaliagdo pos-desmame foram desdobrados em polindbmios ortogonais, para
obtencdo das equacgdes de regressdo, conforme o melhor ajustamento. Para todas as

anélises foi adotado o nivel de significancia (P) de 0,05.

3. Resultados

3.1. Desempenho
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N&o houve interacdo (P>0,05) entre a inducéo de artrite e 0 uso de limoneno e/ou
antibidtico para nenhuma variavel de desempenho zootécnico (Tabela 5). Entretanto,
houve efeito isolado da inducdo de artrite sobre o peso inicial (P= 0,048), peso final (P=
0,023), ganho de peso diario (P= 0,039) e conversao alimentar (P= 0,041), em que 0s

animais artriticos apresentaram os piores resultados para todas as variaveis.

Tabela 5. Variaveis de desempenho de leitdes desmamados, com ou sem artrite induzida

por adjuvante, alimentados com rag¢Ges contendo ou ndo limoneno e antibiotico.

Artrite? Tratamentos® P-valor
Variaveis? _ Cont. Cont. Lim+ EPM*
Néo  Sim Lim. ) Art*Trat Art Trat
Neg. Pos. Antib.
PI (kg)® 5,921” 54528 5812 5,783 5,750 5,924 0,096 - 0,048 -

PF (kg)®  8,412" 8,053% 7,021° 8,713% 7,901° 8,618% 0,112 0,186 0,023 0,018
GPD (kg)® 0,188* 0,156® 0,164 0,178 0,161 0,179 0,007 0,133 0,039 0,262
CDR (kg) 0,293 0,275 0,246 0,260 0,241 0,247 0,008 0,487 0,665 0,204
CA® 1,5418 1,749 1537 1,474 1559 1,365 0,079 0,163 0,041 0,731
PL (cm) 1,32 1,29 124 132 126 133 0068 0,491 0,321 0,227
ET (cm) 024 021 0,20 021 0,22 0,22 0,007 0,143 0,510 0,233

1- PI: peso inicial; PF: peso final; GPD: ganho de peso diario; CDR: consumo diario de racdo; CA:
conversdo alimentar; PL: profundidade de lombo; ET: espessura de toucinho.

2- NAO: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulacio tarso-falange direita,
aos 7 dias de idade; SIM: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na
articulacéo tarso-falange direita, aos 7 dias de idade.

3- Cont. Neg.: racdo sem adicdo de antibiético ou de limoneno; Cont. Pos.: ragdo com antibiotico (300 ppm
de lincomicina 44%); Lim.: ragdo com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%); Lim. + Antib.: racdo
com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%) + antibiotico (150 ppm de lincomicina 44%).

4- Erro padréo da média.

5- Letras mailsculas distintas na linha, para Artrite, indicam diferenca entre as médias pelo Teste F.

6- Letras minusculas distintas na linha, para Tratamentos, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK.

Foi observado efeito dos tratamentos sobre o peso final (P= 0,018), em que o
Controle positivo (8,713 kg) e o Limoneno+Antibidtico (8,618kg) resultaram em valores

superiores ao Limoneno (7,901 kg), que foi superior ao Controle negativo (7,021 kg).

3.2. Variaveis bioguimicas do sangue
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N&do houve interacdo (P>0,05) entre inducdo de artrite e uso de limoneno e/ou
antibiotico para nenhum parametro bioquimico plasmatico (Tabela 6). Houve efeito (P=
0,046) da inducéo de artrite sobre globulinas totais, em que a média dos animais artriticos
(2,46 g/dL) foi superior a média dos nao artriticos (2,23 g/dL).

Tabela 6. Pardmetros bioquimicos plasmaticos de leitdes desmamados, com ou sem

artrite induzida por adjuvante, alimentados com racdes contendo ou ndo limoneno e

antibidtico.

Artrite? Tratamentos® P-valor
Variaveis? Cont. Cont. Lim+ EPM*
Ndo Sim Lim. Art*Trat Art Trat
Neg. Pos. Antib.

GLIC (mg/dL) 86,82 81,00 86,68 85,77 79,77 83,42 2200 0,225 0,230 0,738
UREIA (mg/dL) 21,68 22,90 21,22 23,27 23,16 21,58 1,044 0,994 0,582 0,860
PTNS (g/dL) 496 5,07 503 484 502 49 0,092 0,278 0,599 0,545
ALB (g/dL) 2,71 263 2,73 260 266 268 0,033 0,205 0,292 0,576
GLOB (g/dL)* 2,23% 246" 229 226 2,37 227 0,029 0311 0,046 0,417
TRIG (mg/dL) 57,29 5550 57,64 53,04 56,38 58,12 2,288 0,742 0,685 0,871
COL (mg/dL) 88,43 87,82 87,14 90,50 87,96 86,96 2,687 0,761 0,903 0,979
HDL (mg/dL) 29,20 27,42 29,40 26,72 27,66 29,25 0,905 0,900 0,366 0,697
LDL (mg/dL) 41,54 40,12 41,54 39,91 40,65 41,04 2,434 0,909 0,802 0,996

1- GLIC: glicose; PTNS: proteinas totais; ALB: albumina; GLOB: globulinas; TRIG: triglicerideos; COL:
colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade.

2- NAO: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulacio tarso-falange direita,
aos 7 dias de idade; SIM: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na
articulacdo tarso-falange direita, aos 7 dias de idade.

3- Cont. Neg.: racdo sem adicdo de antibidtico ou de limoneno; Cont. Pos.: ragdo com antibi6tico (300 ppm
de lincomicina 44%); Lim.: racdo com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%); Lim. + Antib.: racéo
com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%) + antibidtico (150 ppm de lincomicina 44%).

4- Erro padrdo da média.

5- Letras mailsculas distintas na linha, para Artrite, indicam diferenca entre as médias pelo Teste F.

6- Letras mindsculas distintas na linha, para Tratamentos, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK.

3.4. Parametros hematologicos

N&o houve interacdo (P>0,05) entre a inducdo de artrite e 0 uso de limoneno e/ou
antibidtico para nenhuma variavel de contagem leucocitaria e hematocrito dos leitdes

(Tabela 7). Foi observado efeito (P=0,022) da inducéo de artrite sobre a concentragéo de
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leucécitos totais, e sobre a relacdo Neutrofilos:Linfécitos (P=0,027), em que animais

artriticos apresentaram valores médios superiores aos nédo artriticos.

Tabela 7. Contagem leucocitaria e hematdcrito de leitGes recém-desmamados, com ou

sem artrite induzida por adjuvante, alimentados com ragdes contendo ou ndo limoneno e

antibiotico.

Artrite? Tratamentos®

P-valor

Variaveis! i _ Cont. Cont. ~  Lim+
Nao Sim Lim. )
Neg. Pos. Antib.

EPM*

Art*Trat Art Trat

LEU (x10%uL) 16,08% 23,374 20,35 18,05 19,01 17,58
NEU (%) 17,35 19,74 22,61 15,58 19,77 16,17
LIN (%) 50,78 50,07 46,38 53,25 47,08 55,50
MON (%) 235 3,88 377 267 369 236
EOS (%) 461 685 561 642 485 6,50
BAS (%) 2491 1959 21,61 22,08 24,61 19,67
NEU:LIN 0,31® 039" 048 027 043 0,30
HEM (%) 26,25 29,56 28,95 29,21 25,15 29,03

1,892
1,504
2,174
0,414
0,704
1,761
0,041
0,911

0,415
0,246
0,881
0,480
0,499
0,287
0,581
0,309

0,022 0,254
0,461 0,388
0,885 0,369
0,185 0,620
0,108 0,861
0,143 0,742
0,027 0,179
0,182 0,268

1- LEU: leucdcitos totais; NEU: neutréfilos; LIN: linfocitos; MON: mondcitos; EOS: eosindfilos; BAS:
baséfilos; NEU:LIN: relacdo neutréfilos:linfocitos; HEM: hematdcrito.

2- NAO: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias de idade; SIM: Aplicagdo subcutdnea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na
articulagdo tarso-falange direita, aos 7 dias de idade.

3- Cont. Neg.: racdo sem adicdo de antibidtico ou de limoneno; Cont. Pos.: ragdo com antibi6tico (300 ppm
de lincomicina 44%); Lim.: racdo com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%); Lim. + Antib.: racéo
com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%) + antibidtico (150 ppm de lincomicina 44%).

4- Erro padrdo da média.

5- Letras mailsculas distintas na linha, para Artrite, indicam diferenca entre as médias pelo Teste F.

6- Letras mindsculas distintas na linha, para Tratamentos, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK.

3.5. Perfil oxidativo plasmatico

Houve interagdo (P=0,043) entre a inducéo de artrite e os tratamentos para ABTS
(Tabela 8). O desdobramento revelou que os tratamentos com limoneno e com
limoneno+antibidtico resultaram em capacidade antioxidante total (ABTS) no plasma de
leitdes artriticos similares aos leitdes ndo artriticos (Tabela 9).

Houve efeito isolado da indugdo de artrite sobre 0 GSH (P=0,032), Tiois (P=0,021)

e Proteinas carboniladas (P=0,011), cujas concentragdes médias de GSH e Tidis foram



551
552
553
554
555
556

557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568

569
570
571
572

72

inferiores para animais com artrite induzida, enquanto o teor de Proteinas carboniladas

foi superior.

Tabela 8. Parametros oxidativos plasmaticos de leitGes recém-desmamados, com ou sem

artrite induzida por adjuvante, alimentados com ragdes contendo ou ndo limoneno e

antibiotico.
Artrite? Tratamentos® P-valor
Varidveis! ) Cont. Cont. Lim+ EPM*
Ndo Sim Lim. ] Art*Trat Art Trat
Neg. Pos. Antib.

ABTS (mmol equiv.
13,33 9,04 10,02 11,26 12,21 11,85 0,913 0,043 0,008 0,117
trolox/mL plasma)
DPPH (% de
inibic&o)
GSH (nmol/mg

proteina)®6

729 683 7,28 6,92 7,15 6,76 0,521 0,142 0,098 0,921

15,954 11,36% 11,23 12,85 1521 13,12 1,021 0,251 0,032 0,201

Tidis (nmol/mg
] 488,34 315,78 338,2 365,6 402,2 381,7 551 0,321 0,0210,361
proteina)
Proteinas
carboniladas 5248 6,20 6,46 5,25° 5,09° 5,03 0,423 0,165 0,0110,007

(nmol/mg proteina)

1- DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; ABTS: Acido 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico));
GSH: glutationa reduzida.

2- NAO: Aplicacio subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulacdo tarso-falange direita,
aos 7 dias de idade; SIM: Aplicagio subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na
articulacéo tarso-falange direita, aos 7 dias de idade.

3- Cont. Neg.: racdo sem adicdo de antibidtico ou de limoneno; Cont. Pos.: ragdo com antibi6tico (300 ppm
de lincomicina 44%); Lim.: ragdo com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%); Lim. + Antib.: racdo
com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%) + antibiotico (150 ppm de lincomicina 44%).

4- Erro padréo da média.

5- Letras mailsculas distintas na linha, para Artrite, indicam diferenca entre as médias pelo Teste F.

6- Letras minusculas distintas na linha, para Tratamentos, indicam diferenca entre as médias pelo teste de
SNK.

Tabela 9. Desdobramento da interacdo para capacidade antioxidante total (ABTS) no
plasma de leitbes desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante, alimentados

com ragOes contendo ou ndo limoneno e antibidtico.

g ) Tratamentos®
Variavel Artrite? i i ___EPM*
Cont. Neg. Cont. Pos. Lim. Lim + Antib.

Né&o 12,024 12,264 15,144 13,98~ 0,832
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ABTS (mmol equiv.

Sim 7,088 8,188 13,117 11,154 1,021
trolox/mL plasma)

1- ABTS: Acido 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico);

2- NAO: Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisiolégico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita,
aos 7 dias de idade; SIM: Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na
articulaco tarso-falange direita, aos 7 dias de idade.

3- Cont. Neg.: racdo sem adicdo de antibiético ou de limoneno; Cont. Pos.: ragdo com antibiotico (300 ppm
de lincomicina 44%); Lim.: ra¢do com limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%); Lim. + Antib.: racdo
com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%) + antibi6tico (150 ppm de lincomicina 44%).

4- Erro padrdo da média.

5- Letras maiusculas distintas na coluna indicam diferenca entre as médias pelo Teste F.

3.6. Peso vivo, Temperatura superficial e Avaliacdo morfoldgica

Considerando a influéncia da inducédo na fase de aleitamento, o peso vivo (Figura
1-A) no dia do desmame e no 15° dia, foi inferior para animais com artrite induzida
(P<0,05).

201 3 semartrite' W Artrite induzida? 209 3 controle negativo® ™™ Controle positivo®
T3 Limoneno® ™ | imoneno + Antibi6tico®
154 [ Y=5,79 - 0,0657X +0,0163X* (R*= 0,91) 15] 3 =571 - 0,0058X +0,0062X (R%= 0,83)
= Y=5,49 - 0,0112X + 0,0125X (Re= 0,83) = Y=5,69 - 0,0942X + 0,0201X? (R*= 0,86)
X X [ Y=5,73 - 0,0283X +0,0117X? (R?= 0,74)
I Y=5,93 - 0,1151X +0,0194X? (R?= 0,95)
g 104 A A B g 104 a a
S A T S a_a
o A AA T o aga p1l
3 AL AA A I & agaa @
g T g
5 51
0- T T T T T 0-
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Dias apds o desmame Dias ap6s o desmame
(A) (B)”

Figura 1. Peso vivo (kg) de leitdes desmamados, com ou sem artrite induzida por
adjuvante (A), alimentados com ra¢8es contendo ou ndo limoneno e antibidtico (B) em

diferentes dias de avaliacdo pds-desmame.

!Aplicacdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade; ZApIicagéo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange
direita, aos 7 dias de idade; * Controle negativo: racio sem adicdo de antibiético ou de limoneno; 4 Controle
positivo: ragdo com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%); 5 Limoneno: ragdo com limoneno (500 ppm
de D-limoneno 12,38%); ¢ Limoneno+Antibidtico: racido com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)
+ antibi6tico (150 ppm de lincomicina 44%).

“Letras mailsculas distintas entre os protocolos, para o mesmo dia de avaliagdo, indicam diferenca entre as

médias pelo teste F (P<0,05); “Letras minGsculas distintas entre os tratamentos, para 0 mesmo dia de
avaliacdo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de SNK (P<0,05).

Considerando a influéncia dos tratamentos sobre o peso vivo (Figura 1-B), os

animais do grupo Controle negativo apresentaram, a partir do 12° dia pds-desmame, peso
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vivo inferior aos demais tratamentos (P<0,05). Ja aos 15 dias pds-desmame, 0S grupos
Controle positivo e Limoneno+Antibiotico resultaram no maior peso vivo (P<0,05).

A temperatura superficial da articulacéo (Figura 2-A) foi superior para 0s animais
artriticos no dia do desmame (P<0,05), enquanto para os diferentes tratamentos (Figura
2-B) nédo houve diferencas (P>0,05) ao longo dos dias de avaliagdo p6s-desmame. Tanto
para a avaliacdo entre protocolos de inducdo de artrite quanto para tratamentos, houve
queda linear dos valores médios de temperatura superficial da articulagdo ao longo dos

dias de avaliagéo, representada pelas equacgOes de regressdo expressas nas figuras.

e
o
]

1007 =3 controle negativo® ™™ Controle positivo*
3 Limoneno® E® | imoneno + Antibi6tico®
[ Y=33,406 - 0,3922X (R%= 0,88)
M V= 33,945 - 0,3933X (R%=0,93)
[ Y=32,424 - 0,2404X (R%=0,73)
[ Y=32,878 - 0,2708X (R%= 0,61)

T sem artrite @ Artrite induzida?
[ Y=31,487 - 0,2593X (R?= 0,84)

601
Y=34,326 - 0,3471X (R?= 0,73)

751

404 8 A AA A

50+

addaa
aa aga a
aa ada adaa gaad ..,

204 254

Temperatura superficial (°C)
Temperatura superficial (°C)

o
o
1

o 3 6 9 12 15 o 3 6 9 12 15
Dias apds o desmame Dias ap6s o0 desmame
(A) (B)

Figura 2. Temperatura supercial (°C) do membro posterior direito de leitdes recém-
desmamados, com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com racdes
contendo ou ndo limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliacdo pos-
desmame.

!Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulago tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade; 2Ap|icagéo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulagio tarso-falange
direita, aos 7 dias de idade; ® Controle negativo: racdo sem adigdo de antibidtico ou de limoneno; * Controle
positivo: ragdo com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%); ® Limoneno: racdo com limoneno (500 ppm
de D-limoneno 12,38%); ¢ Limoneno+Antibidtico: ragdo com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)
+ antibi6tico (150 ppm de lincomicina 44%).

“Letras mailsculas distintas entre os protocolos, para o mesmo dia de avaliagdo, indicam diferenca entre as

médias pelo teste F (P<0,05); “Letras minGsculas distintas entre os tratamentos, para 0 mesmo dia de
avaliacdo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de SNK (P<0,05).

Na avaliacdo morfolégica ao longo dos 15 dias p6s-desmame, o perimetro da
articulacdo (Figura 3-A) foi superior para 0s animais artriticos no dia do desmame
(P<0,05), enquanto para os diferentes tratamentos (Figura 3-B) ndo houve diferencas
(P>0,05) ao longo dos dias de avaliacdo p6s-desmame. Tanto para a avaliacdo entre
protocolos de inducdo de artrite quanto para tratamentos, houve queda linear dos valores
médios de perimetro articular ao longo dos dias de avaliagdo, representada pelas

equac0es de regressao expressas nas figuras.
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6.0 6.09 T3 Controle negativo® HE itivo*
3 Sem artrite’ ™ Artrite induzida? = s g- " Controle PO_S,It_IVOG
Limoneno Limoneno + Antibiético
B s [ Y=1,6917 - 0,0296X (R?= 0,86) B a5 [ Y=1,9332 - 0,038X (R’= 0,94)
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Figura 3. Perimetro (cm/kg) do membro posterior direito de leitdes recém-desmamados,

com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ra¢fes contendo ou néo

limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliagdo pds-desmame.

!Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagéo tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade; 2Ap|icagéo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulagio tarso-falange
direita, aos 7 dias de idade; ® Controle negativo: ragio sem adigdo de antibidtico ou de limoneno; * Controle
positivo: ragdo com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%); 5 Limoneno: ragdo com limoneno (500 ppm
de D-limoneno 12,38%); ® Limoneno+Antibidtico: ragdo com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)
+ antibiotico (150 ppm de lincomicina 44%).

“Letras maitsculas distintas entre os protocolos, para 0 mesmo dia de avaliagdo, indicam diferenca entre as

médias pelo teste F (P<0,05); ™Letras minGsculas distintas entre os tratamentos, para 0 mesmo dia de
avaliacdo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de SNK (P<0,05).

O didmetro da articulacéo (Figura 4-A) foi superior para 0s animais artriticos aos
3 dias ap6s o desmame (P<0,05), enquanto para os diferentes tratamentos (Figura 4-B)
ndo houve diferencas (P>0,05) ao longo dos dias de avaliacdo pds-desmame. Tanto para
a avaliacéo entre protocolos de indugdo de artrite quanto para tratamentos, houve queda

linear dos valores medios de diametro articular ao longo dos dias de avaliacéo,

representada pelas equacdes de regressdo expressas nas figuras.
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Figura 4. Diametro (cm/kg) do membro posterior direito de leitGes recém-desmamados,
com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ra¢cfes contendo ou ndo

limoneno e antibidtico (B) em diferentes dias de avaliagdo pds-desmame.

!Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagio tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade; 2Aplica(;éo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange
direita, aos 7 dias de idade; * Controle negativo: racdo sem adi¢&o de antibiético ou de limoneno;  Controle
positivo: ragdo com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%); ® Limoneno: ragdo com limoneno (500 ppm
de D-limoneno 12,38%); ® Limoneno+Antibidtico: ragdo com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)
+ antibidtico (150 ppm de lincomicina 44%).

“Letras maitsculas distintas entre os protocolos, para 0 mesmo dia de avaliagdo, indicam diferenca entre as
médias pelo teste F (P<0,05); ““Letras minusculas distintas entre os tratamentos, para 0 mesmo dia de
avaliacdo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de SNK (P<0,05).

O volume da articulacdo (Figura 5-A) foi superior para 0s animais artriticos em
todos os dias de avaliacdo pos-desmame (P<0,05), enquanto para os diferentes
tratamentos (Figura 5-B) ndo houve diferengas (P>0,05) ao longo dos dias de avaliagéo
p6s-desmame. Tanto para a avaliagdo entre protocolos de inducao de artrite quanto para
tratamentos, houve comportamento quadratico com ponto de maxima para os valores
médios de volume da articulacdo ao longo dos dias de avaliagdo, representada pelas
equacOes de regressao expressas nas figuras.

De modo geral, a indugdo de artrite na fase de aleitamento resultou em
manifestacdo da doenca logo apds o desmame, fato confirmado pelas variaveis de
desempenho, parametros morfologicos, bioquimicos, hematoldgicos e de estado
oxidativo no sangue dos leitdes. O uso do Limoneno microencapsulado (500 ppm de D-
limoneno 12,38%) ou de Limoneno microencapsulado + Antibiético (250 ppm de D-
limoneno 12,38% + 150 ppm de lincomicina 44%) nédo resultou em melhoras sobre o
desempenho, porém mitigou os efeitos do estresse oxidativo em animais na fase pds-

desmame com artrite induzida na fase de lactagéo.
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Figura 5. Volume (mL/kg) do membro posterior direito de leitGes recém-desmamados,
com ou sem artrite induzida por adjuvante (A), alimentados com ra¢cfes contendo ou ndo

limoneno e antibiotico (B) em diferentes dias de avaliagdo pos-desmame.

!Aplicagdo subcutanea de 0,1 mL de Soro Fisioldgico (0,9%) na articulagio tarso-falange direita, aos 7 dias
de idade; 2Apli(:a(;éo subcutanea de 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund® na articulacio tarso-falange
direita, aos 7 dias de idade; ® Controle negativo: ragio sem adig&o de antibidtico ou de limoneno; # Controle
positivo: ragio com antibidtico (300 ppm de lincomicina 44%); 5 Limoneno: ragdo com limoneno (500 ppm
de D-limoneno 12,38%); ® Limoneno+Antibidtico: ragdo com limoneno (250 ppm de D-limoneno 12,38%)
+ antibiotico (150 ppm de lincomicina 44%).

“Letras maitsculas distintas entre os protocolos, para 0 mesmo dia de avaliagdo, indicam diferenca entre as

médias pelo teste F (P<0,05); ““Letras minusculas distintas entre os tratamentos, para 0 mesmo dia de
avaliacdo, indicam diferenca entre as médias pelo teste de SNK (P<0,05).

4. Discussao

As artrites sdo inflamagdes articulares causadas principalmente por infecgdo
bacteriana decorrente de manejo sanitario ou profilatico inadequados, que acometem
principalmente os leitGes, causando atraso no crescimento, descarte precoce, formacéo de
animais refugos, ébitos ou condenacdo de carcacgas nos abatedouros (Hill, 1992; Morés et
al., 2000; Alberton et al., 2003).

Houve queda no desempenho de animais artriticos (P<0,05), que apresentaram peso
inicial, peso final e ganho de peso diario e CA piores do que 0s animais ndo artriticos.

Na producdo de suinos, os antibidticos sdo comumente utilizados para reduzir a
possibilidade de contaminagfes por microrganismos patégenos, visando prevenir
infecgdes, inflamacdes, diarreia e perda de desempenho dos leitdes desmamados. De
maneira geral, sdo utilizados em doses sub-terapéuticas na maioria das fases de producao
(Gong et al., 2014). No entanto, o uso indiscriminado desses medicamentos tem causado
preocupacdes quanto a salde publica e dos animais, pela presenca de residuos de
antibidtico em produtos de origem animal e o desenvolvimento e propagagdo de cepas
resistentes (Thacker, 2013; Cao et al., 2019).

Restri¢cbes quanto ao uso dos antibidticos melhoradores de desempenho tém sido
feitas ao longo dos anos em diferentes paises. No ano 2006, a Unido Europeia baniu o uso
desses medicamentos para essa finalidade (Huang et al., 2015). No Brasil, algumas
moléculas ja foram proibidas nas ultimas décadas incluindo o sulfato de colistina e a

tilosina (BRASIL, 2016). Encontrar uma nova alternativa eficaz aos antibi6ticos é um
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desafio na producéo de suinos, especialmente na fase de desmame, em que enfermidades
com artrites ou diarreias sdo mais evidentes.

Neste sentido, produtos com alto teor de polifendis e flavonoides despertam
interesse devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, com enorme
potencial de prevencdo ou mitigacdo de artrites em suinos. As principais fontes de
compostos fenolicos sdo frutas citricas, como lim&o, laranja e tangerina, ou seus residuos
industriais, apds a extracdo do suco (Davis, 2004).

Oleos essenciais sdo exemplos de aditivos alimentares que podem aprimorar a
defesa imunoldgica dos suinos durante situagdes criticas, elevando a defesa antioxidante
ndo enzimatica e auxiliando no status sanitario do organismo (Franz et al., 2010).
Tartrakoon et al. (2009) avaliaram a incluséo de um blend com dleo citrico, cravo e menta,
na dieta de leitdes recém-desmamados e observaram melhora na resposta imune e no
desempenho dos animais.

Nesse estudo, o Limoneno + Antibiotico (250 ppm de D-limoneno 12,38% + 150
ppm de lincomicina 44%) resultou em peso final similar (P<0,05) ao tratamento Controle
Positivo (300 ppm de lincomicina 44%), sendo ambos superiores ao tratamento com
Limoneno (500 ppm de D-limoneno 12,38%), que por sua vez foi superior ao tratamento
Controle Negativo (Tabela 5). Esse resultado sugere que uma dieta de transicdo, composta
por metade da dose de antibidtico + metade da dose de 6leo essencial de laranja pode
surtir resultados mais satisfatorios do que a substituicao de todo antibi6tico por limoneno.

O processo inflamatorio causado pela artrite € uma resposta biol6gica complexa dos
glébulos brancos e proteinas do sistema imunoldgico do corpo que oferece protecdo
contra estimulos prejudiciais, infecc@es, patdgenos e células danificadas, podendo surgir
de forma assintomatica (Majumdar et al., 2018). A artrite e outros casos inflamatorios
podem causar reagdes indesejaveis na fisiologia dos eritrocitos, alterando o perfil de
componentes bioquimicos e células de defesa no sangue. Nesse estudo, a concentracéo
de globulinas totais superior no plasma de leitdes artriticos € indicativo de ativacdo do
sistema de defesa imunologica. As globulinas séo classificadas em trés tipos: alfa, beta e
gama. As globulinas alfa incluem as lipoproteinas de alta densidade (HDL), as beta
incluem as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as gamaglobulinas sdo denominadas
anticorpos ou imunoglobulinas, produzidas pelos linfocitos B, um subconjunto de células
imunes, responsaveis pela funcdo imune humoral do corpo. De modo geral, as
imunoglobulinas atuam reconhecendo 0s microrganismos patogénicos através dos

receptores especificos e neutralizando por meio de mecanismos diversos (Willard, 2000).
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Dentre os testes realizados no sangue, a contagem leucocitaria € uma ferramenta
rapida de avaliacéo objetiva do estado imunologico dos animais. Os leucaocitos, linfocitos,
mondcitos, neutrofilos e eosindfilos sdo as principais células de defesa do organismo e
sua concentracdo sanguinea pode ser influenciada pelo estado nutricional, estresse
ambiental e desordens clinicas (Thrall, 2012; Robles-Huaynate et al., 2013).

Fisiologicamente, 0s suinos apresentam maior concentragédo de linfocitos do que de
neutréfilos. Ainda assim, fatores de estresse podem desencadear mecanismo contrério,
provocando 0 aumento na concentracdo de neutrofilos circulantes (Stockham e Scott,
2011). No presente estudo, esse comportamento foi observado para os animais com artrite
induzida, que resultou em diferencas na relacdo neutroéfilo:linfocito (P=0,027), indicando
ativacdo do sistema imune nos animais artriticos. Entretanto, os tratamentos avaliados
contendo limoneno e limoneno+antibidtico ndo foram eficientes em reduzir quaisquer
variaveis hematoldgicas.

O protocolo de inducdo de artrite utilizado resultou em diminuicdo nas
concentracfes médias de GSH e Tidis, além de aumento na concentracdo de Proteinas
carboniladas. Por se tratar de agente de defesa antioxidante, a GSH é consumida como
cofator no processo de reducdo das ERO, reduzindo sua concentragdo circulante. Logo,
0 baixo valor de GSH para animais do grupo positivo demonstra que a defesa
antioxidante foi acionada frente ao possivel aumento das ERO (Junior et al., 1998).

A medida de avaliacdo de grupos tiois leva em consideracdo a concentracdo dos
compostos tidis presentes em aminoacidos e proteinas como homocisteina, cisteina,
cisteilglicina, glutationa e albumina no plasma, que sdo compostos com potencial
antioxidante. Nesse sentido, Gongalves et al. (2017) também obtiveram resultados
semelhantes para diminuicdo de grupos tidis. E provavel que os animais submetidos ao
protocolo de indugdo tiveram seus grupos tiois utilizados para combater as ERO.

Os protocolos do grupo positivo apresentaram concentragcdes menores (P<0,05) de
proteinas carboniladas, cuja sintese ocorre por a¢do das ERO. Devido a retirada de um
H* do carbono o da proteina ocorre fragmentagdo e oxidagdo da cadeia, produzindo
compostos carbonilados como aldeidos, cetonas e lactamas reativas (Fedorova, Bollineni
& Hoffman, 2014; Vasconcelos et al., 2007). De modo geral, as ERO realizam oxidacgéo
de macromoléculas como DNA, lipideos de membrana e proteinas (Comar et al., 2013).

A microencapsulacao do o6leo de laranja e seu uso dietético para leitbes artriticos,
em substituicdo parcial ou total ao antibiotico, resultou em mitigacdo do estresse

oxidativo plasmatico, provavelmente pelo alto teor de polifenois e flavonoides nesse 6leo,



785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817

80

com potencial de mitigar os efeitos secundarios da inflamacdo articular, devido as suas
propriedades antioxidantes.

Cerca de 86% dos casos de claudicagéo, causada por artrite em leitdes, podem ser
diagnosticados durante as 3 primeiras semanas de vida do animal (Maksimov et al., 2017).
Casos como estes podem potencializar processos de dor e inapeténcia, influenciando
negativamente no processo de aleitamento e ingestdo de racdo pelos leitbes. Leitdes
saudaveis sdao de 1,1 a 1,7 kg mais pesados do que os leitdes com claudicacao,
dependendo da idade, e podem crescer até 9% mais rapido (Zoric et al., 2016).
Comumente, leitdes artriticos apresentam dificuldade em expressar o maximo potencial
genético logo nas primeiras semanas de vida, justificando o menor peso corporal dos
animais artriticos, como observado nesse estudo.

Um parédmetro usado para identificacdo de possivel processo inflamatério causado
pela artrite € a mensuracdo da temperatura superficial no local afetado. O registro
termografico consiste numa ferramenta sensivel a deteccédo de diferencas de temperatura,
podendo ser correlacionado a infecgdes e inflamag6es em geral, como artrites, devido ao
processo inflamatorio elevar a temperatura do local afetado (Chanmugam et al., 2017;
Bhowmik et al., 2019). No presente trabalho, os tratamentos avaliados ndo afetaram a
temperatura do local induzido, porém a temperatura local foi maior no grupo artritico,
logo apds o desmame.

Leitdes com inflamacdo articular podem chegar a apresentar temperatura superficial
do membro acometido de até 41,5°C (Maksimov et al., 2017), sendo que neste trabalho
foi observado temperatura de 34°C na regido de inducdo da artrite, representando uma
diferenca de aproximadamente 3°C para o grupo controle (ndo induzido).

A temperatura é elevada devido a dindmica de processos fisioldgicos envolvidos no
mecanismo de defesa imunoldgica. A inflamacéo causada pela artrite eleva a atividade de
imunoglobulinas especificas e enzimas que atuam em combate as espécies reativas de
oxigénio (ERO). O fato deste processo de defesa ser dindmico e intenso, dependendo do
grau de inflamacgéo, causa o primeiro sintoma que € o aumento da temperatura local,
justificando o resultado apresentado (Ali et al., 2015).

Claudicagdo e edema articular s&o os primeiros sinais clinicos mais Obvios e
persistentes da artrite infecciosa em leitbes, sendo que até 56,9% destes problemas ocorre
em uma das patas traseira (Zoric et al., 2016). Outras caracteriscicas como deformidades

articulares indicativas de artrite, incluindo erosdes da cartilagem, desvio ulnar dos
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membros anteriores e até nddulos subcutaneos e alteracGes radioldgicas, podem ocorrer
em casos mais graves de artrites (Andréasson et al., 2016).

Avaliacdo morfoldgica € um parametro usado para complementar a identificacdo
de possiveis distdrbios inflamatorios. Imediatamente apds a infecgdo, a inflamacéo é
iniciada por células imunes inatas. A demanda de células inatas, como macréfagos,
heterdtrofos, neutrofilos e muitas outras € aumentada conforme a intensidade do processo
inflamatorio. O aumento de volume do local afetado, por exemplo, ocorre devido o
aumento da demanda de agentes anti-inflamatérios (Wedekind et al., 2017; Broom et al.,
2018; Elsheemy et al., 2019).

Os resultados da avaliacdo morfologica permitem inferir que os animais com artrite
induzida aos 7 dias de idade, durante a fase de lactacéo, apresentaram maior perimetro,
diametro e volume do membro posterior direito, local da indugdo. Nenhum tratamento
avaliado foi capaz de mitigar os efeitos dessas altera¢Ges durante os 15 dias de avaliagéo
pos-desmame. Diante do exposto, novos estudos sdo necessarios para avaliar 0 uso de
diferentes niveis do 6leo essencial de laranja para leitbes artriticos, especialmente sobre
variaveis de estresse oxidativo e perfil inflamatdrio, como expressdo génica de enzimas

especificas ou de proteinas relacionadas a resposta inflamatoria.

5. Concluséao

A inducéo de artrite por adjuvante em leitdes lactentes resulta em pior peso vivo ao
desmame, piora no desempenho, estresse inflamatério e oxidativo, aumento da
temperatura superficial e das variaveis morfoldgicas da articulacéo.

O uso de Limoneno microencapsulado (500 ppm de D-limoneno 12,38%) ou de
Limoneno microencapsulado + Antibidtico (250 ppm de D-limoneno 12,38% + 150 ppm
de lincomicina 44%) mitigam os efeitos do estresse oxidativo em animais apds o

desmame gerados pela artrite induzida na fase de aleitamento.

Financiamento

O projeto foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a necessidade de padronizacdo de um método para inducéo de artrite
em leitbes, restou comprovado que a inducdo da doenca na fase de lactagédo gerou
inflamacdo articular, atraso no desenvolvimento dos animais, perda de peso, resposta
inflamatodria e estresse oxidativo. A aplicacdo do adjuvante aos 7 dias de idade pareceu
ser 0 protocolo mais pratico, devido ao baixo peso dos animais, facilidade de contencao,
uso de apenas uma dose e manifestacdo do quadro clinico similar aos demais tratamentos
com duas ou trés doses.

O uso do oleo essencial microencapsulado, em dietas para leitbes artriticos, em
substituicdo parcial ou total ao antibiotico, reduziu o estresse oxidativo plasmatico,
provavelmente devido ao alto teor de polifendis e flavonoides nesse 6leo, com potencial
de mitigar os efeitos secundarios da inflamacdo articular, devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes.

Ainda assim, novos estudos sdo necessarios para avaliar o uso de diferentes niveis
do dleo essencial de laranja para leitGes artriticos, especialmente sobre varidveis de
estresse oxidativo e perfil inflamatdrio, como expressdo génica de enzimas especificas ou

de proteinas relacionadas a resposta inflamatéria.



- Comissie de Etica ne Use de Animais
~NUEM d
a
4 \

reatfermiertaten Universidade Estadual de Maringi

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "POLPA CITRICA E ENZIMAS EXOGENAS SOBRE O DESEMPENHO, PARAMETROS BIOQUIMICOS
E ESTADO OXIDATIVO DO SANGUE DE LEITOES RECEM DESMAMADOS, COM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE", protocolada sob o
CEUA n? 2086220217 wo oo1221), s0b a responsabilidade de Leandro Dalcin Castilha e equipe; Paulo Cesar Pozza; Ricardo Souza
Vasconcellos; Jurandir Fernande Comar; Gustavo Henrigue de Aradjo; Leonardo Felipe Malavazi Ferreira; Ana Carolina Buene Bravin
- gque envolve a produgdo, manutencdo efou utilizagde de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, berm como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUAJUEM) na
reuniao de 09/05/2017.

We certify that the propesal "CITRUS PULP AND EXOGENOUS ENZYMES ON PERFORMANCE, BIOCHEMICAL PARAMETERS OF BLOOD
AND OXIDATIVE STATE OF POST-WEANING PIGLETS WITH ADJUVANT-INDUCED ARTHRITIS", utilizing 96 Swines (males and females),
protocol number CEUA 2086220217 (o oo1221, under the responsibility of Leandro Dalcin Castilha and team; Paulo Cesar Pozza;
Ricardo Souza Vasconcellos; Jurandir Fernando Comar; Gustavo Henrique de Aradjo; Leonardo Felipe Malavazi Ferreira; Ana
Carolina Bueno Bravin - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the State University of Maringa
(CEUAJUEM) in the meeting of 05/09/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 04/2017 a 03/2019 Area: Dzo-Zootecnia
Origem: Fazenda Experimental de Iguatemi

Espécie:  Suinos sexo: Machos e Fémeas idade: 1a45 dias N: 96
Linhagem: (Large white x Landrace x Piétrain) Peso: lallkg

Local do experimento: Setor de Suinocultura da Fazenda Experimental de Iguatemi - UEM.

Maring4, 10 de dezembro de 2019
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