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· Resumo 
O presente estudo visa avaliar a resposta inflamatória de leitões recém-desmamados com lesões artríticas induzidas por adjuvante. Será realizado um ensaio a campo, com 32 fêmeas suínas mestiças (Topigs 20 x Tybor), de alto potencial genético e desempenho superior. O delineamento experimental será em blocos casualizados, com quatro repetições por tratamento e um animal por repetição, cujos tratamentos serão os protocolos de indução de artrite (PROTOCOLO I: uma indução, aos 7 dias de idade; PROTOCOLO II: duas induções, aos 7 e 14 dias de idade; PROTOCOLO III: duas induções, aos 14 e 21 dias de idade; e PROTOCOLO IV: três induções, aos 7, 14 e 21 dias de idade). A artrite por adjuvante será induzida através de injeção intradérmica na pata traseira direita com 0,1 mL de Adjuvante Completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas pelo calor, suspendidas em óleo mineral 0,5% (w/v). Para cada animal induzido, haverá um animal do grupo controle, acompanhando os mesmos protocolos supracitados, porém induzidos com soro fisiológico a invés do adjuvante. Aos 21 dias de idade, todos os animais serão desmamados e alojados em baias de creche. As 36 dias de idade (15 dias após o desmame), será realizada a coleta de sangue em todos os animais, por meio de punção na veia jugular, e as amostras serão transferidas para tubos de ensaio, sendo posteriormente centrifugadas para separação do soro e acondicionadas em tubos tipo “eppendorfs”, armazenadas em nitrogênio líquido até o transporte para acondicionamento em ultra-freezer (-80ºC) para análises posteriores. Serão determinadas as concentrações séricas de proteínas de fase aguda (ceruloplasmina, albumina, transferrina, haptoglobina e ɑ1-glicoproteína ácida). Os dados obtidos serão submetidos à análise de variância (P<0,05), em que será aplicado o teste F para comparar as médias obtidas para um mesmo protocolo, comparando animais induzidos ou não (grupo controle). Além disso, também será aplicado o teste de SNK sobre as médias obtidas para os diferentes protocolos. 
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· Introdução
As artrites são enfermidades que podem acometer os suínos em qualquer faixa etária, causando perdas econômicas por atraso no crescimento, descarte precoce de reprodutores, gastos com medicamentos, mão de obra, formação de animais refugos, óbitos ou condenação de carcaças nos abatedouros. 
A contaminação ocorre nos primeiros dias de vida dos leitões, na fase de maternidade ou mesmo na creche, onde baias com pisos extremamente ásperos (concreto), molhados, compactos ou ripados, mas mantidos sujos (fezes da matriz e dos leitões) potencializam a contaminação bacteriana. Aliado a isso, quando as porcas apresentam baixa produção de leite, os leitões aumentam a frequência de busca pelo teto, e consequentemente o atrito da região das articulações intercarpianas com o piso, provocando lesões propícias à contaminação de bactérias causadoras de artrite. Outros fatores predisponentes ainda podem ser: corte de dentes mal feitos (ferimentos nas gengivas, alicates sujos, mal desinfetados ou sem fio); corte de umbigo sem a devida assepsia, ou cortado muito comprido (arrastando pelo piso da baia); corte da cauda muito curto, provocando sangramento (MADEC & FOURICHON, 1990; SKIRROW et al., 1992; ALBERTON et al., 1999; MORÉS et al., 2000).
As principais causas de artrite nos suínos jovens são a infecção por Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli, Pasteurella multocida, entre outros agentes. E, em idade de abate, os principais agentes causadores de artrite em suínos são a osteocondrose e a infecção pela bactéria Erysipelothrix rhusiopathia (JONHSTON et al., 1987; FRIEDE & SEGALL, 1996). 
As áreas afetadas apresentam-se inflamadas, com febre local, articulações inchadas, com presença de exsudato, que pode ser seroso, sanguinolento e até purulento. Os animais artríticos mostram andar difícil e claudicante, apresentam atraso no desenvolvimento e, às vezes, perda de peso, inapetência e ainda temperatura retal e corporal elevadas. Entretanto, o maior agravante das artrites, dependendo do agente causador, são as complicações secundárias, como: pneumonia, onfalite, endocardite entre outras (GRACIANO et al., 2014).

As articulações mais comumente afetadas são as úmero-rádioulnar, fêmur-tíbio-patelar, coxo-femural e escápuloumeral (TITTIGER & ALEXANDER, 1971; CROSS & EDWARDS, 1981; MORÉS et al., 2003). Como consequência, leitões lactentes podem apresentar aprumos posteriores desalinhados, locomovendo-se com as pernas traseiras abertas (splay leg). Em suínos destinados ao abate, os índices de condenação de carcaças por artrite têm aumentado significativamente no Brasil e em outros países. Na década de 60, esses índices eram inferiores a 0,5% (TITTIGER & ALEXANDER, 1971), passaram para a faixa de 0,6% e 0,9% nas décadas de 70 e 80 (CROSS et al., 1971; PRATT, 1986), respectivamente, e ultrapassaram 1,0% na década de 90 (PEREIRA et al., 1999). 

· Justificativas
Os resultados permitirão caracterizar a resposta inflamatória de leitões recém-desmamados em função da inflamação articular (artrite) induzida por adjuvante, o que poderá auxiliar na caracterização do diagnóstico sistêmico da doença.
· Objetivos 
Avaliar o efeito da artrite induzida por adjuvante sobre a resposta inflamatória de leitões, por meio da determinação da concentração sérica de proteínas de fase (ceruloplasmina, albumina, transferrina, haptoglobina e ɑ1-glicoproteína ácida). 

· Metodologia
O experimento será realizado na Fazenda Experimental de Iguatemi pertencente à Universidade Estadual de Maringá. 
Animais e instalações
Será realizado um ensaio a campo, com 32 fêmeas suínas mestiças (Topigs 20 x Tybor) de alto potencial genético e desempenho superior, com idade inicial de 7 dias. Os animais estarão alojados acompanhados das porcas (matrizes), até os 21 dias, em celas da maternidade com piso vazado de polipropileno suspenso, dotadas de comedouros semiautomáticos e de bebedouros tipo chupeta, localizada em prédio de alvenaria climatizado, com paredes de concreto e janelas basculantes. As celas são dotadas de escamoteadores climatizados para os leitões. 
A ração basal será formulada à base de milho, farelo de soja, derivados lácteos, açúcar, aminoácidos sintéticos, vitaminas, minerais e aditivos, para atender, em no mínimo, às exigências nutricionais propostas por ROSTAGNO et al. (2017), para suínos na fase de 5,5 a 15 kg de peso vivo. 
Delineamento experimental e indução da artrite
O delineamento experimental será em blocos casualizados e os animais serão distribuídos às unidades experimentais com base no peso inicial e no parentesco, com quatro repetições por tratamento e um animal por repetição, cujos tratamentos serão os protocolos de indução de artrite, conforme segue:

PROTOCOLO I: Uma indução (0,1 mL de adjuvante) aos 7 dias de idade;

PROTOCOLO II: Duas induções (0,1 mL de adjuvante cada) aos 7 e 14 dias de idade;

PROTOCOLO III: Duas induções (0,1 mL de adjuvante cada) aos 14 e 21 dias de idade;

PROTOCOLO IV: Três induções (0,1 mL de adjuvante cada) aos 7, 14 e 21 dias de idade.

A artrite por adjuvante será induzida através da injeção intradérmica na pata traseira direita com Adjuvante Completo de Freund (Sigma® - Mycobacterium tuberculosis derivadas de cepa humana H37Rv e inativadas pelo calor, suspendidas em óleo mineral 0,5% (w/v) (PEARSON & WOOD, 1963). Para cada animal induzido, haverá um animal do grupo controle, acompanhando os mesmos protocolos supracitados, porém induzidos com soro fisiológico a invés do adjuvante. 
Aos 21 dias de idade, todos os animais serão desmamados e alojados em creche com baias portando piso vazado de polipropileno suspenso, dotadas de comedouros semiautomáticos e de bebedouros tipo chupeta, localizadas em prédio de alvenaria com controle de temperatura (ventiladores e campânulas), paredes de concreto e cortinas retráteis. 

Coleta de sangue 
As 36 dias de idade (15 dias após o desmame), será realizada a coleta de sangue por meio de punção na veia jugular (CAI et al., 1994) e as amostras serão transferidas para tubos de ensaio, sendo posteriormente centrifugadas a 3.000 rpm, por 15 minutos, para separação do soro (MORENO et al., 1997). Em seguida, 3 mL de soro serão transferidos para tubos tipo “eppendorfs” devidamente identificados e armazenados em nitrogênio líquido, até o transporte para acondicionamento em ultra-freezer (-80ºC) para análises posteriores. 

Determinação da concentração sérica de proteínas de fase aguda
A determinação das proteínas de fase aguda será conduzida no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, em Jaboticabal-SP.
No soro sanguíneo, as proteínas de fase aguda (albumina, ceruloplasmina, glicoproteína ácida, haptoglobina e transferrina) serão quantificadas por eletroforese. Uma amostra de soro será submetida a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). Serão determinadas as frações das proteínas por densitometria computadorizada, usando-se como referência um marcador com pesos moleculares de 29 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 116 kDa e 205 kDa. As concentrações das proteínas de fase aguda serão determinadas pela proporção das mesmas em relação aos valores da proteína total (LAEMMLI, 1970).
Análise estatística
Para as análises estatísticas, os dados obtidos serão submetidos à análise de variância (P<0,05), em que será aplicado o teste F para comparar as médias obtidas para um mesmo protocolo, comparando animais induzidos ou não (grupo controle). Além disso, também será aplicado o teste de SNK sobre as médias obtidas para os diferentes protocolos. Os dados serão submetidos às análises estatísticas utilizando-se o PROC GLM do programa computacional SAS (2001). 
· Cronograma de execução abrangendo o período de 07/2019 a 12/2019.
	Descrição das atividades
	JUL
	AGO
	SET
	OUT
	NOV
	DEZ

	Revisão de literatura
	X
	X
	X
	X
	X
	X

	Limpeza e desinfecção das instalações
	
	X
	
	
	
	

	Indução da artrite por meio de adjuvante nos leitões
	
	X
	
	
	
	

	Manejo de criação dos animais (arraçoamento)
	
	X
	
	
	
	

	Coleta de sangue dos animais
	
	
	X
	
	
	

	Análises laboratoriais no plasma
	
	
	X
	X
	
	

	Tabulação dos dados e análises estatísticas
	
	
	
	X
	X
	

	Redação do TCC
	
	
	
	X
	X
	

	Defesa do TCC
	
	
	
	
	
	X


· Referências
ALBERTON, G.C.; PEREIRA, M.A.C.; YAMAMOTO, M.T. et al. Osteocondrose: principal causa de artrite em suínos de abatedouro. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE VETERINÁRIOS ESPECIALISTAS EM SUÍNOS, 9., 1999, Belo Horizonte. Anais ... Concórdia: EMBRAPA – CNPSA, 1999. p.257-258.

CAI, Y., ZIMMERMAN, D.R., EWAN, R.C. Diurnal variation in concentrations of plasma urea nitrogen and amino acids in pigs given free access to feed or fed twice daily. Journal Nutrition, v.124, p.1088-1093, 1994.

CROSS, G.M.; EDWARDS, M.J. The detection of arthritis in an abattoir and its public health significance. Australian Veterinary Journal, v.57, p.153-158, 1981.

CROSS, G.M.; PENNY, R.H.C.; CLAXTON, P.D. The abattoir incidence of polyarthritis in pigs in Australia. Australian Veterinary Journal, v.47, p. 126, 1971.

FRIEDE, I.; SEGALL, T. Inflammation of the joint at growing fattening pigs. Svensk Veterinar Tidning, v.48, p.453–457, 1996.

GRACIANO, D.E.; NÄÄS, I.A.; GARCIA, R.G.; CALDARA, F.R.; SANTANA, M.R.; NASCIMENTO, G.R. Identificação de artrite em suínos utilizando imagem termográfica. Boletim de Indústria Animal, v.71, n.1, p.79-83, 2014.

JONHSTON, K.M.; DOIGE, C.E.; OSBORNE, A.D. An evaluation of nonsuppurative joint disease in slaughter pigs. Canadian Veterinary Journal, v.28, p.174-180, 1987. 

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature, v.227, p.680-685, 1970.
MADEC, F., FOURICHON, C. Les facteurs de risque en epidemiologie animale. Epidémiol. Santé Anim., v.18, p.31-43, 1990.

MORÉS, N.; PIEROSAN, R.; AMARAL, A.L.; BARIONI JÚNIOR, W. Fatores de risco associados com artrites em suínos de abate. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia, v.55, p.528- 532, 2003.

MORÉS, N.; SOBESTIANSKY, J.; BARIONI JUNIOR, W. et al. Fatores de risco associados aos problemas dos leitões na fase de creche em rebanhos da região sul do Brasil. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.52, p.191-199, 2000.

PEARSON, C.M.; WOOD, F.D. Studies of arthritis and other lesions induced in rats by the injection of mycobacterial adjuvant. Am J Pathol., v.42, n.1, p.73-95, 1963.

PEREIRA, M.A.C.; YAMAMOTO, M.A.; ALBERTON, G.C.; BANDARRA, E.P. Estudo retrospectivo sobre condenação de carcaças de suínos por artrite. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE VETERINÁRIOS ESPECIALISTAS EM SUÍNOS, 9., 1999, Belo Horizonte. Anais… Belo Horizonte: ABRAVES 1999. p.255-256. 

PRATT, J.H. Monitoring for health. In: Annual Veterinary Conference on Pig Health Scheme, 1985, Stoneleigh. Report. London: Ministry of Agriculture, 1986. p.86-95.

ROSTAGNO, H.S., ALBINO, L.F.T., DONZELE, J.L. et al. Tabelas brasileiras para aves e suínos; composição de alimentos e exigências nutricionais. 4.Ed. Viçosa, MG: UFV, 2017. 
SKIRROW, S.Z.; MERCY, A.R.; BUDDLE, J.R. et al. Assessing risk factors for postweaning diarrhea problems in western Australian pig herds. In: INTERNATIONAL PIG VETERINARY SOCIETY CONGRESS, 12, 1992, The Hague. Proceedings... The Hague: IPVS, 1992. p.551.

TITTIGER, F.; ALEXANDER, D.C. Studies on the bacterial flora of condemned portions from arthritic hogs. Canadian Journal of Comparative Medicine, v.35, p.244-248, 1971.

