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RESUMO

O presente estudo buscou elucidar os mecanismos envolvidos na acdo protetiva e terapéutica
conferida por nutracéuticos a base de fibras insollveis sobre o trato gastrointestinal de suinos
experimentalmente inoculados com B. hyodysenteriae. Foram utilizadas técnicas de gPCR,
isolamento bacteriano, histopatologia, mensuracdo da concentracdo de enzimas antioxidantes
recuperadas de raspado de mucosa intestinal e recuperacéo sérica de Fitc Dextran. Para realizacdo
do estudo foram utilizados 40 leitbes de 21 dias de idade, randomizados e separados em quatro
grupos: controle negativo, ndo inoculados com B. hyodysenteriae e ndo suplementados com
aditivo neutracéutico (CN) (n=10); grupo suplementado com nutracéutico 7 dias antes da
inoculacdo com B. hyodysenteriae (NAI) (n=10); grupo suplementado com nutracéutico apés a
inoculagdo com B. hyodysenteriae (NPI) (n=10); e controle positivo, inoculados com B.
hyodysenteriae e ndo suplementados com nutracéutico (CP) (n=10). Os animais foram
aclimatados as instalacfes por 7 dias, recebendo racdo e agua ad libitum. Quatorze dias apds a
chegada, os leitdes foram inoculados com B. hyodysenteriae, por trés dias consecutivos, ou
inoculados com caldo BHI estéril (CN). Apds 14 dias da primeira inoculacdo, os animais foram
eutanasiados e necropsiados. Os resultados relacionados a sinais clinicos, eliminacdo de B.
hyodysenteriae nas fezes dos suinos, além de manifestagcbes de lesdes macroscopicas,
microscépicas e permeabilidade intestinal demonstraram que o uso de nutracéuticos a base de
fibras insolGveis na alimentacdo de suinos inoculados experimentalmente com B. hyodysenteriae
ndo foi determinante na prevencdo ou tratamento de DS, ndo contribuindo para manutencdo da
integridade intestinal ou reducédo na eliminacdo do agente. Da mesma forma, as concentragfes de
enzimas antioxidantes Glutationa-S-transferase e Superdxido Dismutase foram superiores nos
grupos CP e CN, sugerindo que o nutracéutico nao forneceu protecao adicional contra o estresse
oxidativo durante a DS. Entretanto, as concentracdes de proteinas teciduais e lipoperoxidacéo
apresentaram valores similares entre o grupo CN e os dois grupos com nutracéuticos,

demonstrando reducdo do estresse oxidativo nesses grupos durante a manifestacdo de DS.

Palavras chaves: Disenteria suina, nutracéuticos, fibras insollveis, B. hyodysenteriae, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

The aim of this study was to elucidate mechanisms involved in the protective and therapeutic
action conferred by nutraceuticals based on insoluble fibers on the gastrointestinal tract of pigs
experimentally inoculated with B. hyodysenteriae. The samples were tested by qPCR, bacterial
isolation and histopathology, in addition were performed to mensured antioxidant enzymes
concentration recovered from intestinal mucosa scraping and FITC Dextran serum recovery,
administered orally to the animals. Forty 21-day-old piglets were randomized and separated into
four groups: negative control, not inoculated with B. hyodysenteriae and not supplemented with
nutraceutical additive (CN) (n = 10); group supplemented with nutraceuticals 7 days before
inoculation with B. hyodysenteriae (NAI) (n = 10); group supplemented with nutraceutical after
inoculation with B. hyodysenteriae (NPI) (n = 10); and positive control, inoculated with B.
hyodysenteriae and not supplemented with nutraceutical (CP) (n = 10). Fourteen days after arrival
the animals were inoculated with B. hyodysenteriae during three consecutive days and the
negative inoculated group received sterile BHI broth (CN). After 14 days post inoculation, all
animals were euthanized and necropsied. The results related to clinical signs, fecal shedding of
B. hyodysenteriae, gross lesions, microscopic lesions and intestinal permeability suggested that
the use of insoluble fiber nutraceuticals in the feed of pigs experimentally inoculated by B.
hyodysenteriae was not decisive in the prevention or treatment of DS, did not contributed to the
maintenance of intestinal integrity nor to the reduction of elimination of the agent. The results
regarding the concentrations of antioxidant enzymes Glutathione-S-transferase and Superoxido
dismutase were higher in the CP and CN groups, suggesting that the nutraceutical did not provide
additional protection against oxidative stress during DS. However, the concentrations of tissue
proteins and lipoperoxidation were reduced in nutraceutical groups, indicating the positive effect

on the oxidative stress during the onset of DS.

Keywords: Swine dysentery, nutraceuticals, insoluble fibers, B. hyodysenteriae, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é 0 quarto maior exportador de carne suina do mundo, a producao no ano de 2019 foi de
3,98 milhdes de toneladas, sendo que 81% da producéo foi destinada ao consumo interno e 19%
direcionado a exportacéo, representando 750 mil toneladas (ABPA, 2020).

Doengas entéricas juntamente com doencas respiratorias representam as maiores causas de perdas
na producdo de suinos em todo mundo (Guedes, 2010). A Disenteria Suina (DS) é uma doenca
entérica causada pela Brachyspira hyodysenteriae, que cursa com grandes impactos econémicos
na producdo animal (Suh e Song, 2005; Hampson, 2012). Sendo uma doenca endémica em
diversos paises produtores de suinos, representa um importante entrave econémico para a

inddstria suinicola (Suh e Song, 2005).

A DS cursa com quadro de colite catarral fibrinohemorragica (Lemcke et al., 1979; Hampson,
2012). A evolugdo da doenca e rapida, em torno de 10 a 14 dias, apresentando alto indice de
morbidade e mortalidade (Hampson, 2012). As manifestaces clinicas da doenca envolvem
inicialmente diarreia pastosa de coloracdo amarelada, seguida de episodios de diarreia aquosa
muco-sanguinolenta, hipertermia, perda de peso progressiva, apatia e desidratacdo, podendo
evoluir & 6bito ou comprometimento no desenvolvimento e redugdo do ganho de peso (Suh e
Song, 2005).

A utilizacdo de antimicrobianos juntamente com despovoamento total e parcial das granjas,
associado a programas de desinfeccdo rigidos, além de um programa de biosseguranca, Sao 0s
meios empregados para o controle da DS. Contudo, a ocorréncia de manifestacdes de resisténcia

antimicrobiana vem aumentado com passar do tempo (Mahu et al., 2017; De Luca et al., 2018).

Dessa forma, sdo necessarios estudos que contribuam para implementacdo de novas substancias
gue promovam protecdo e melhora na satde de rebanho (Omonijo et al., 2018; ANVISA, 2018).
A aplicacdo de nutracéuticos na alimentagdo animal é relativamente nova e ainda ndo existem
pesquisas que descrevam com detalhes sua forma de atuag&o no organismo dos animais. Estudos
recentes tém demonstrado resultados satisfatérios na utilizacdo de nutracéuticos no combate e
prevencdo de doencas (Barbosa et al., 2009; Omonijo et al., 2018). Dessa forma, o presente
trabalho tem o intuito de elucidar possiveis mecanismos pelos quais 0s nutracéuticos a base de
fibras dietéticas atua na protecdo e combate na infeccdo experimental por B. hyodysenteriae em

suinos.
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2. HIPOTESE

Nutracéuticos a base de fibras insolUveis, através de sua agao protetiva e reparativa sobre o trato
gastrointestinal, sdo capazes de conferir protecdo contra a infeccdo por B. hyodysenteriae, assim

como, atribuir efeitos curativos apés a infecgao.
3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da administracdo preventiva e terapéutica de nutracéuticos a base de fibras
insolGveis em dietas de suinos, quanto a resposta inflamatdria, agdo sobre o estresse oxidativo e

dano a membrana celular.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Disenteria Suina

A Disenteria Suina (DS) é uma das enfermidades entéricas mais prevalentes em suinos de recria
e terminacdo, sendo endémica em diversos paises produtores de suinos, com prevaléncia em torno
de 0 a 40% em planteis comerciais (Suh e Song, 2005). Acarreta significativo impacto na
economia, elevando os custos de producdo, adicionando gastos relacionados com tratamento,
além de perdas de produtividade, como reducdo da conversdo alimentar de 10 a 90% e do ganho
de peso variando de 13% a 62% (Zlotowski et al., 2008; Bellgard et al., 2009).

A DS foi relatada pela primeira vez em 1921 por Whiting et al., (1921), contudo somente na
década de 60 foram conduzidos trabalhos que referenciam as espiroquetas como agentes

determinante para ocorréncia de doenga clinica (Terpstra et al., 1968; Alexander e Taylor, 1969).

Brachyspira hyodysenteriae € um dos principais agentes causadores da DS, com alto indice de
morbidade e mortalidade que cursa com quadro de colite catarral fibrinohemorragica (Lemcke et
al., 1979; Hampson, 2012). Animais naturalmente expostos tem periodo de incubacdo variando
de poucos dias a 3 meses, entretanto, geralmente manifestam a doenca entre 10 a 14 dias apds a
infeccdo. Em experimentos in vivo, o periodo de incubacdo da doenga ocorre por volta de 7 a 10
dias apds a inoculacdo, podendo ocorrer inicio dos sinais clinicos a partir do terceiro dia pos-
infecg¢do. O indice de morbidade médio em casos de inoculagdo experimental gira em torno de
90% ou mais apos trés semanas de avaliacdo. Em média as taxas de mortalidade variam em torno
de 30% a 50% (Wilcock et al., 1979; Jacobson et al., 2004; Hampson, 2012; Rubin et al., 2013).
As manifestacBes clinicas da doenga envolvem inicialmente diarreia pastosa de coloragdo
amarelada (Fig. 1a), seguida de episddios de diarreia aquosa muco-sanguinolenta (Fig. 1b),
hipertermia, perda de peso progressiva, apatia e desidratacdo, podendo evoluir a 6bito ou

comprometimento no desenvolvimento e reducdo do ganho de peso (Suh e Song, 2005).
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No Brasil ocorrem surtos esporadicos de DS em diversos planteis desde 1970 (Barcellos, 2000).
Sendo verificados até 2010 casos esporadicos de baixa importancia epidemioldgica (Barcellos et
al., 2000), ap6s essa data houve o advento de surtos da doenga em varios estados brasileiros
(Daniel et al., 2017).

o T T
Vo e
7zl
y

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 1. Suinos infectados experimentalmente por B. hyodysenteriae apresentando diarreia
catarral (a) a mucohemorréagica (b).

4.2. Brachyspira hyodysenteriae

B. hyodysenteriae representa o principal agente causador de DS, pertence a familia
Brachyspiraceae, é uma bactéria movel possuindo 14 a 18 flagelos periplasmaticos, anaerdbia,
gram negativa de crescimento fastidioso (Alvarez-Ordéfiez et al., 2013; Burrough, 2017).
Coloniza o intestino grosso, especificamente ceco e col6n de suinos, roedores emas e patos
(Hampson, 2018). Sao bactérias hemoliticas em &gar sangue, entretanto apresentam intensidade
de hemdlise distinta dentro da espécie, considerando que a hemélise representa um marcador de
patogenicidade dentro da espécie (Hampson, 2018). Sendo assim, B. hyodysenteriae, B.
hampsonii e B. suanatina apresentam forte hemolise, considerados também agentes causadores
de DS (Hampson, 2018).

B. pilosicoli agente causador da colite espiroquetal, apresenta fraca hemolise em agar sangue,
infecta suinos, aves e outras espécies incluido humanos, B. alborgi apresenta fraca hemodlise

infecta humanos além de primatas (Hampson, 2018). B. intermedia assim como B. innocens e B.
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murdochii apresentam fraca hemolise e infectam suinos e aves, B. alvinipulli infecta aves e
demostra fraca hemdlise em agar sangue (Hampson, 2018).

O genoma de B. hyodysenteriae é constituido por cerca de 3 milhdes de pares de bases, a cepa
WAL foi o primeiro representante do género Brachyspiraa ser sequenciado. Contendo 2122
sequencias codificadoras de proteinas, dessas 1387 proteinas tiveram sua aplicagdo determinada
(Bellgard et al., 2009). Genes de proteinas que conferem patogenicidade ao agente como,
hemolisinas, fosfolipases e motilidade se mostram bem conservados entre estirpes da mesma
espécie, assim como genes que codificam proteinas de reconhecimento e ligacdo a cromatina e

digestdo das células do hospedeiro (Black et al., 2015).

Entre os genes associados a proteinas com funcdes determinadas, existem onze genes
decodificadores de aspectos estruturais de um agente de transferéncias de DNA profagos-like
(GTA), denominado VSH-1 (virus Serpulina hyodysenteriae-1), capaz de transferir porcoes
aleatdrias do material genético bacteriano entre cepas da mesma espécie, estimulados na presenca
de antimicrobianos ou espécies reativas de oxigénio (Humphrey et al., 1997; Stanton et al., 2008;
Motro et al., 2009).

Estudos apontam a existéncia de um plasmideo com 36 mil pares de base que atribui viruléncia a
B. hyodysenteriae (Bellgard et al., 2009). O que corrobora com o estudo conduzidos por La et al.,
(2011) que verificaram menor sintomatologia clinica e lesGes microscopicas em leitdes
experimentalmente inoculados com uma estirpe australiana de B. hyodysenteriae que ndo

continha esse plasmideo.

4.3. Epidemiologia da DS
A DS apresenta distribuicdo mundial, representando um grande problema para paises produtores
de suinos (Burrough, 2017). A implementacdo de medidas de biosseguridade e boas praticas de
manejo em granjas comerciais gerou queda no aparecimento de casos da doenca na deécada de 90
(Hampson, 2012). Entretanto, com decorrer dos anos, vem sendo observada reemergéncia nos
casos de DS, o que pode estar relacionado ao aumento de resisténcia antimicrobiana e surgimento
de novas espécies (Schwartz 2012; Chander et al., 2012; Mirajkar e Gebhart, 2014).

A transmissdo de B. hyodysenteriae ocorre por via oral, através da ingestdo de fezes
contaminadas, o periodo de incubacédo gira em torno de 10 a 14 dias (Hampson e Burrough, 2019).
Roedores representam os principais vetores da doenca, contudo insetos e aves também contribuem

na disseminacao da doenga (Hampson et al., 1991; Martinez-Lobo et al., 2013; Rubin et al., 2013).



18

De acordo com Phillips et al. (2009) aves migratdrias representam relevante via de disseminacéo
entre granjas além de propiciar mutagdes entre cepas.

No Brasil, de acordo com Barcellos et al. (2003), a prevaléncia de DS no Rio Grande do Sul gira
em torno de 31% em granjas que nao fazem utilizagdo de antimicrobianos na alimentagdo. Em
estudos de prevaléncia conduzidos no Espirito Santo, Mato Grosso e Minas Gerais ndo foi
detectada a presenca de B. hyodysenteriae, 0 que pode ser atribuido ao emprego de
antimicrobianos na dieta (Viott et al., 2013; Oliveira et al., 2016). A regido sul, seguida pela regido
sudeste sdo as que detém a maior porcentagem da producao de suinos no Brasil (ABPA, 2020) e,
justamente, vem aumentado o nimero de relatos de DS com ocorréncia de surtos nos estados de
Santa Catarina, Parang, S&o Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso (Sato et al, 2015). Além de alguns
focos relatados nos estados de Santa Catarina, S&o Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e

Distrito Federal entre os anos de 2013 a 2020 (informacéo pessoal, Roberto Guedes).

4.4. Patogenia

Fatores que conferem patogenicidade ao agente, permitindo a colonizacdo intestinal, incluem
quimiotaxia, motilidade e atividade hemolitica (Quintana-Hayashi et al., 2015). A bactéria exerce
influéncia sobre o citoesqueleto de enterécitos, elevando o nimero de células caliciformes, e com
iss0, causando aumento na secre¢do de muco, ocasionado também pelo aumento na expressao dos
genes MUC2 e MUCBHAC, além da reducdo na expressdo das proteinas transportadoras de
membrana e dano aos canais transportadores de membrana (Quintana-Hayashi et al., 2015; Enns
et al., 2019). O muco por sua vez, favorece a colonizacdo bacteriana, pois facilita sua mobilidade
e penetracdo nas criptas intestinais, fornece protecdo contra o transito intestinal e reduz a tenséo

de oxigénio e a ligacdo ao ferro (Quintana-Hayashi et al., 2015; Enns et al., 2019).

A diarreia presente na DS ocorre por ma absorc¢ao de eletrélitos, sodio e cloreto, decorrente de
falhas nos processos de transporte de membrana, e destruicdo epitelial (Argenzio et al., 1980;
Enns et al., 2019). Desse modo, a cronicidade da doenca resulta em menores concentracoes sericas
de bicarbonato e elevagdo nos niveis plasmaticos de potassio, 0 que pode ocasionar quadros de
acidose metabdlica e hipercalemia (Argenzio, et al., 1980; Hampson, 2012). Com o
estabelecimento da doenca ocorre necrose superficial do epitélio intestinal associada a lesao
endotelial gerando colite fibrinonecrohemorragica (Glock et al., 1974; Kennedy e Strafuss, 1976;
Kubo et al., 1979). A leséo epitelial é atribuida pela produgéo de hemolisinas pelas bactérias além
da liberagdo de lipooligossacarideos (LOS), o que resulta na esfoliagdo do epitélio do intestino
grosso exposicao da submucosa e marcado processo inflamatério na mucosa e submucosa
predominantemente neutrofilico colaborando para o estabelecimento de infec¢bes bacterianas
secundérias, ou mesmo pelo protozoario Balantidium coli com agravamento do quadro clinico
(Glock et al., 1974; Kennedy e Strafuss, 1976; Kubo et al., 1979; Hampson, 2012).
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Os mecanismos relacionados a patogenia da DS ainda s&o pouco conhecidos, acredita-se que a
infeccdo pela bactéria interfira na permeabilidade celular, e na resposta inflamatéria produzida
pelo hospedeiro. Todavia, sdo necessarios novos estudos, que esclaregam com detalhes os
processos envolvidos na ocorréncia de lesdes geradas pela bactéria (Hampson, 2012).

4.5 Patologia

As lesbes macroscopicas observadas na DS sdo vistas restritas ao intestino grosso, caracterizadas
por edema de mesocolon, hiperemia e areas de hemorragias na serosa do intestino grosso. Na
mucosa do intestino grosso inicialmente é observado espessamento e hiperemia (Fig. 2a),
progredindo para necrose, e hemorragia da mucosa intestinal com formagdo de membrana
diftérica (Fig. 2b 2c). A microscopia revela aumento no nimero de células caliciforme, infiltrado
inflamatério na lamina propria, necrose superficial do epitélio, formacdo de pseudomembrana
aderida ao epitélio necrético, com acumulo de eritrécitos, fibrina, muco, restos celulares e
infiltrado inflamatorio predominantemente neutrofilico (Figs. 3 e 4). Adicionalmente, é observada

intensa hiperemia e edema, em alguns casos podem ser visualizadas estruturas basofilicas

espiraladas, compativeis com colbnias bacterianas intralesionais (Wilcock e Olander, 1979;
Argenzio, et al., 1980).

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 2. Seccbes de colon espiral de suinos infectados experimentalmente com B.
hyodysenteriae. A) Colite multifocal a coalescente moderada B) Colite necrdtica difusa acentuada
C) Colite necrohemorragica multifocal a coalescente acentuada.
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 3. Microscopia de colon espiral de suinos infectados experimentalmente com B.
hyodysenteriae. Observa-se extensa area de necrose superficial do epitélio intestinal associado a
infiltrado inflamatério, fibrina e restos celulares. HE 200x.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 4. Microscopia de colon espiral de suinos infectados experimentalmente com B.
hyodysenteriae. Observa-se necrose superficial, acimulo de fibrina associado a restos celulares e
colbnias bacterianas intralesionais. HE 400x.



21

4.6 Fatores de viruléncia B. hyodysenteriae

Dentre os fatores de viruléncia relacionados a B. hyodysenteriae, a resisténcia ao oxigénio
atribuida pela presenca da enzina NADH oxidase, é de extrema importancia para sobrevivéncia
no ambiente e colonizacdo no intestino grosso, tendo em vista que nos primeiros estagios da
doenca a bactéria é exposta a grande tensao de oxigénio e posteriormente é continuamente exposta
ao oxigénio devido a lesdo causada aos eritrocitos através das hemolisinas (Stanton et al., 1999).
A enzima NADH oxidase € codificada pelo gene NADH oxidase (nox). Estudos demostraram que
cepas de B. hyodysenteriae com gene nox inativado apresentaram maior dificuldade para

colonizacgdo do intestino grosso (Stanton et al., 1999).

As alterag@es iniciais observadas na DS estdo relacionadas a atividade hemolitica bacteriana, em
contato com a mucosa intestinal as hemolisinas apresentam efeito citotoxico, juntamente com 0s
lipooligossacarideos LOS, proteinas externas de membrana que apresentam efeitos toxicos ao
epitélio intestinal (Halter e Joens, 1988; Nibbelink et al., 1997). Dentre os genes que conferem
patogenicidade a B. hyodysenteriae estdo tlyA, tlyB, tlyC e hlyA, codificadores de hemolisinas,
considerados fatores determinantes de viruléncia a bactéria (Huurneet al., 1994; Hsu et al., 2001,
Belgard et al., 2009; Black et al., 2015), tendo em vista que cepas mutantes com auséncia de
hemolisinas apresentavam capacidade reduzida no estabelecimento de lesdo intestinal (Hyatt et
al., 1994).

Durante a DS ocorre reducdo na expressdo de canais ibnicos, fator que contribui para alteracéo
no ambiente intestinal, provocando a desorganizacao e espessamento do muco presente no colon,
favorecendo a adesdo bacteriana que, juntamente com a elevagdo no nimero de células
caliciformes devido a alteracBes no citoesqueleto celular e aumento na expressdo dos genes
MUC2 e MUCSAC, favorece a colonizagcdo pelas espiroquetas, consequentemente o
estabelecimento da doenca (Quintana-Hayashi et al., 2015; Enns et al., 2019). A partir destes
mecanismos, considera-se que a diarreia presente na DS ocorre por ma absorcgao de eletrolitos,
sodio e cloreto, decorrente de falhas nos processos de transporte de membrana, e destruicdo
epitelial (Argenzio, et al., 1980; Hampson, 2012; Quintana-Hayashi et al., 2015; Enns et al.,
2019).

Outro fator determinante para patogenicidade de B. hyodysenteriae é a quimiotaxia as mucinas
intestinais. De acordo com Milner e Sellwood (1994) as espiroquetas possuem um sistema
sensorial que determina mudanga de sentido em direcdo ao muco, cepas mais virulentas

apresentam quimiotaxia mais apurada em detrimento a estirpes de baixa viruléncia.

O agrupamento de genes bit ABC contribui para ligacao bacteriana ao ferro colaborando para sua

sobrevivéncia no ambiente colénico (La et al., 2016).
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4.7 Diagnostico de DS

Para o diagnostico de DS é importante que seja feita associacdo entre o historico clinico das
granjas como presenca de diarreia mucohemorragica, aplicacdo de antimicrobianos ou outros
aditivos a racéo, com técnicas de isolamento, moleculares, histolégicas e hibridiza¢do in situ (La
et al., 2003; Calderaro et al., 2005; Burrough, 2017).

O cultivo bacteriano apesar de complexo, levando em conta que a B. hyodysenteriae apresenta
crescimento fastidioso e necessita de atmosfera anaerébica para sobrevivéncia, é considerado
padrdo ouro para o diagnostico de DS. Pode-se lancar mdo de técnicas moleculares como
amplificacdo da cadeia de polimerase PCR, utilizado DNA obtido a partir de amostras de fezes,
optando pela técnica convencional e leitura em gel de agarose com brometo de etidio (La et al.,
2003) ou gRTPCR (Song e Hampson, 2009). Também pode ser empregada uma técnica de PCR
em tempo real multiplex capaz de identificar diversas espécies de Brachyspira simultaneamente
(Borgstrom et al., 2017).

A aplicacdo de técnicas imunoldgicas para o diagndstico de DS é complicada, tendo em vista a
vasta diversidade dos sorogrupos e reatividade cruzada entre espécies (Herbst et al., 2017).
Entretanto, estudos demonstraram sucesso no desenvolvimento de testes de imunoadsorgédo
enzimatica (ELISA) no intuito de determinar o soroperfil de granjas, quanto a exposicdo ao
agente. No entanto, é dificil precisar quanto a eficicia do teste em sorogrupos distintos dos
testados (Song et al., 2015; Hampson et al., 2016).

4.8. Controle e Tratamento da DS Através de Antimicrobianos

Para o controle da DS a utiliza¢do de antimicrobianos em pulsos com desinfeccdo e vazio sanitério
nos rebanhos sdo as metodologias comumente utilizadas. No entanto, tem sido observado um
aumento da ocorréncia de resisténcia antimicrobiana ao longo do tempo (Mahu et al., 2017; De
Luca et al., 2018). Esse fato demonstra a necessidade de novas alternativas para a prevencéo e
controle da doenga nas granjas, além da grande pressao internacional para a redugdo do uso de

antimicrobianos na producdo animal (Mahu, et al., 2017).

Ao longo dos anos, torna-se maior a discussao sobre o impacto causado na saude humana pelo
uso de antimicrobianos na produgdo animal. Estudos demonstram (Van Den Bogaard et al., 2000;
Schwarz et al., 2001; Costa et al., 2008; Omonijo et al., 2018; Cheng et al., 2020) que a utilizacao
de antimicrobianos na alimentacdo animal, como melhoradores de desempenho, ou para o
controle de doengas, podem propiciar a transferéncia de genes que conferem resisténcia
antimicrobiana, elevando o risco de exposicao e infeccdo (Van Den Bogaard et al., 2000; Schwarz
et al., 2001; Costa et al., 2008; Omonijo et al., 2018; ANVISA, 2018; Cheng et al., 2020). Tendo

isso em vista, foi criado em 2003 o Regulamento da Comissdo Europeia (CE) 1831/2003 do
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Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2003 que restringe partir de 2006 o0 uso
de antimicrobianos como aditivos na alimentagdo animal na Europa, seguido pelos Estados
Unidos que também estabeleceram restricGes ao uso de antimicrobianos como melhoradores de

desempenho em dezembro de 2016 (Omonijo et al., 2018).

No Brasil, em 2006, foi estabelecia a Instrucdo Normativa 65, que regulamenta a fabricagédo e o
emprego de racgles, suplementos, premix, nicleo ou concentrados com medicamentos para 0s
animais de producao, instituindo que somente medicamentos licenciados pelo MAPA podem ser
incorporados a alimentagdo animal, e os medicamentos de uso veterinarios devem ser
comercializados somente mediante a prescricio do médico veterindrio para produtores e

protetores da causa animal.

Com intuito de prevenir a resisténcia aos antimicrobianos na agropecuéria foi instituida em 2017
a Instrucdo Normativa 41, que instaura o conceito de salde Unica, que determina a
interdependéncia da saude humana, animal e ambiental mediante & atividades de educagdo,
vigilancia e defesa agropecuaria. Em 2018, foi estabelecido através da Portaria n° 171, de 13 de
dezembro de 2018, a restricdo do emprego antimicrobianos na alimentacdo de animais de

producdo, como aditivos melhoradores do desempenho.

Desse modo, os antimicrobianos sdo considerados importantes ferramentas no controle e
prevencao de doencas de rebanho. Entretanto sabe-se hoje, que o0 uso indiscriminado favorece a
ocorréncia de resisténcia cruzada contra microrganismos presentes no corpo humano, reduzindo
a efetividade dos farmacos, limitando sua capacidade no controle de doencas (Omonijo et al.,
2018; ANVISA, 2018). Dessa maneira, sd0 necessarios novos estudos que desenvolvam
propostas, que auxiliem a producéo de alimentos de origem animal, inserindo substancias seguras
que contribuam com a promocdo da salde dos rebanhos. Os nutracéuticos representam uma
alternativa promissora para prevencdo e tratamento de doengas na producdo animal, livre da

aplicacdo de antimicrobianos (Omonijo et al., 2018).

4.9, Nutracéuticos

Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, proteinas, peptideos,
aminoacidos ou cetodcidos, acidos graxos poli-insaturados, vitaminas, minerais, antioxidantes
e Oleos essenciais (Barbosa et al., 2009). Em alguns trabalhos foi demonstrada que a utilizacdo de
Oleos essenciais na alimentagdo animal promoveu aumento nas secre¢Bes digestivas, como
amilase salivar, acidos gastricos, biliares, lipase e proteases pancreaticas, e forneceram efeitos
protetivos ao epitélio digestivo como aumento da motilidade intestinal (Ohara et al., 1988;
Katschinski, 2000; Platel e Srinivasan, 2000; Teff, 2000; Akiba et al., 2002; Hiraoka et al., 2003;
Laugerette et al., 2005).
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As propriedades fisiologicas atribuidas as fibras dietéticas estdo geralmente relacionadas a suas
caracteristicas fisicas e solubilidade. Podem ser atribuidos efeitos gastrointestinais como
distensdo gastrica, influencia na taxa de esvaziamento gastrico, volume de fezes, umidade da
digesta, aumento na taxa de fermentac&o no coldn, além de exercer influéncia sobre a microbiota
intestinal (Jalill et al., 2000; Wilfart et al., 2007).

Diversas moléculas de fibras estdo sujeitas a diferentes niveis de fermentacao bacteriana no colon,
modulando a microbiota intestinal, favorecendo populagdes de bactérias especificas, de acordo
com a origem da fibra e taxa de fermentagdo fornecida pelas mesmas (Jalill et al., 2000).
Derivados como pectina, mucilagens e outros podem ser quase completamente
fermentados, enquanto celulose e hemicelulose séo apenas parcialmente degradadas e a lignina

praticamente ndo sofre fermentacdo (Jalill et al., 2000).

O produto da fermentacdo bacteriana das fibras dietéticas sdo os acidos graxos volateis, acido
acético, butirato e propionato que podem ser oxidados para producdo de ATP pelas células
epiteliais do colon. Outros gases produzidos com o aumento da fermentacdo bacteriana a partir
de fibras no colén sdo, os gases hidrogénio, diéxido de carbono e metano (Jalill et al., 2000;
Wilfart et al., 2007).

A retencdo de agua representa uma das principais propriedades fisicas conferida as fibras, a
habilidade para absorcdo da dgua esta associada a presenca de residuos de aglcar que possuem
grupos polares livres, por exemplo (OH, COOH, SO). Atraves desses grupamentos polares sao

construidas ligacBes de hidrogénio com moléculas de dgua adjacentes (Jalill et al., 2000).

As substancias relacionadas a fibras dietéticas com maior capacidade de armazenamento de dgua
sdo pectina, mucilagens e hemicelulose. A celulose e a lignina também podem reter agua,
contudo, ndo na extensdo de outras fibras. Geralmente as fibras solUveis sdo mais fermentaveis,
com isso, a dgua armazenada por elas é liberada e absorvida no célon. Portanto, sdo as fibras
insolGveis que retém a gua por toda a extensdo do trato intestinal conferindo maior teor de agua
a digesta (Jalill et al., 2000).

Os antioxidantes tém sido amplamente utilizados como aditivos alimentares, pois fornecem
protecdo contra a degradacdo oxidativa por radicais livres. A atividade antioxidante do orégano
tem sido reconhecida em diversos estudos, e se deve principalmente a dois compostos contidos
nele Carvacrol e Timol. Ambos lesam a parede ou membrana celular bacteriana, gerando influxo
de liquido para seu interior, degradacdo de proteinas plasmaticas e colapso da membrana
bacteriana (Cervato et al., 2000; Abdalla e Roozen, 2001; Damechki et al., 2001; Martinez-Tomé
et al., 2001; Bendini et al., 2002; Omonijo et al., 2018).
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Tanto Carvacrol quanto Timol, além de outros derivados de 6leos essenciais, apresentam agao
inibitoria contra B. hyodysenteriae, contudo, para inibicdo do crescimento da bactéria, esses
compostos devem atingir uma concentragdo inibitéria minima (MIC). A concentragdo inibitdria
minima varia, entre microrganismo, cepa, ou mesmo 6leos essenciais distintos (Omonijo et al.,
2018).

A atividade antimicrobiana e de modulacdo da microbiota intestinal, exercida pelos nutracéuticos,
representa uma alternativa para melhorar o desempenho animal. Na literatura é possivel encontrar
diversas referéncias que fornecem evidéncias da atividade antibacteriana, antifingica e antiviral
de diversos extratos contra patégenos de origem alimentar (Larrondo et al., 1995; Basilico e
Basilico, 1999; Dorman e Decanos, 2000; Rota et al., 2004; Omonijo et al., 2018). Contudo, as
informaces disponiveis sobre mecanismos pelos quais 0s nutracéuticos agem no organismo sao
insipientes. Assim sendo, sdo necessarios novos estudos que descrevam com detalhes quais as

formas de atuacdo de nutracéuticos no organismo dos suinos.

Este é o primeiro estudo que avaliou os efeitos preventivos e terapéuticos de nutracéuticos a base
de fibras insollveis, quanto ao estresse oxidativo durante a patogénese da DS, a partir da
mensuracdo das concentracdes de enzimas antioxidantes e substancias resultantes do estresse
oxidativo sobre a mucosa intestinal. Assim como, a avaliacdo da permeabilidade intestinal através

da recuperacdo sérica de Fitc Dextran.

5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da UFMG em

reunido “online” do dia 08/06/2020 com nimero de protocolo 80/2020.
5.1 Animais e Delineamento Experimental

Para realizacdo do experimento foram utilizados 40 leitbes de 21 dias de idade, provenientes de
granja nucleo, sem histérico clinico de infec¢Bes por Brachyspira spp., Lawsonia intracellularis
ou Salmonella sp. Os animais foram randomizados e separados em quatro grupos, sendo esses:
controle negativo, ndo inoculados com B. hyodysenteriae e ndo suplementados com aditivo
neutracéutico (CN) (n=10); grupo suplementado com nutracéutico 7 dias antes da inoculagdo com
B. hyodysenteriae (NAI) (n=10); grupo suplementado com nutracéutico apo6s a inoculagdo com
B. hyodysenteriae (NPI) (n=10); e controle positivo, inoculados com B. hyodysenteriae e nédo
suplementados com neutracéutico (CP) (n=10). Os animais foram alojados em oito baias (5
animais por baia), em quatro salas diferentes, sendo duas baias por sala. Estritas medidas de
biosseguranca foram adotadas para limpeza e tratamento dos animais, com equipes diferentes

entre os grupos inoculados e o grupo controle negativo. Todos os leitbes foram aclimatados as
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instalacBes por 7 dias, recebendo ragdo e agua ad libitum. Sete dias antes da inoculagdo, animais
do grupo NAI comegaram a receber racdo suplementada com nutracéutico na proporcdo de 1,5
Kg por tonelada de racdo, até o fim do experimento. No dia O do experimento, 14 dias ap6s
chegada, os animais dos grupos NAI, NP1 e CP foram desafiados, por via intra-gastrica utilizando
gavage flexivel, por trés dias consecutivos com 50 ml do inéculo contendo, em média 5,31x 108
organismos de B. hyodysenteriae/ml por dia. Os animais do grupo controle negativo receberam
igual volume de caldo Brain Heart Infusion (BHI) estéril. Os animais do grupo NPI receberam
racao suplementada com nutracéutico a partir de 3° dia ap6s a primeira inoculacdo, até o fim do
experimento. Os animais dos grupos CP e CN receberam racéo livre de nutracéutico durante todo

periodo experimental.

Apbs a inoculacdo os animais foram observados e avaliados diariamente quanto a consisténcia
fecal, que foi classificada em escores, onde 0 = normal, 1 = consisténcia semi-sélida, 2 = pastosa
e 3 = liquida, com adicdo de 0,5 para a presenca de muco perceptivel e/ou sangue, de acordo
descrito por Rubin et al. (2013). Animais clinicamente debilitados foram eutanasiados durante o
experimento para preserva-los de sofrimento, como estabelecido pelo CEUA. Amostras de fezes
foram coletadas 5 dias antes da inoculacdo e 3, 6, 9, 12 e 13 dias apds a primeira inoculacdo (dpi)
para realizacdo de qPCR para B. hyodysenteriae (La et al, 2003). Tentativa de isolamento
bacteriano anaerdbio para B. hyodysenteriae (Leser et al., 1997) foi realizado em amostras de

fezes obtidas no dia da necropsia.

Seis dias apds a primeira inoculacdo, todos os leitdes receberam, via oral, solucdo de FITC
Dextran (1ml) e, ap6s 6h, o sangue foi coletado, centrifugado a 3.780g para obtencédo do soro.
Em seguida, as amostras de soro foram armazenadas em nitrogénio liquido até o momento das

analises.

Quatorze dias apds a primeira inoculacdo, todos os animais foram eutanasiados e necropsiados
segundo critérios estabelecidos pelo CEUA. Durante o experimento ndo foi empregado nenhum
tipo de antimicrobianos ou compostos que pudesse interferir no resultado do estudo. As atividades

foram executadas com maxima biosseguridade.

5.2 Preparagéo do Inoculo

A cepa patogénica de B. hyodysenteriae, utilizada para preparacdo do indculo, foi obtida em 2013
de um suino que apresentava quadro clinico grave de DS, proveniente de granja localizada no
estado de Minas Gerais. O cultivo foi realizado de acordo com o descrito por Leser et al. (1997).

Brevemente, a cepa patogénica de B. hyodysenteriae foi semeada em Agar tripticase de soja
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(TSA) suplementado com 5% de sangue equino sob atmosfera anaerébica (N280%, CO210% e
H210%), a 37°C durante trés dias. Em seguida, as placas de Agar TSA foram lavadas com PBS
estéril. O PBS adquirido com o lavado das placas foi incubado em caldo de crescimento Brain
Heart Infusion (BHI), enriquecido 10% de soro fetal bovino, 0,2% NaHCOs, adaptado de (Kunkle
et al., 1986) na proporcao de 1:100 ml (lavado:caldo), por 21 horas, a 39°C em estufa shaker, e,

posteriormente, foi realizada a inoculagéo dos animais.

5.3 Dieta
Todos os animais receberam racdo balanceada, a base de milho e farelo de soja, atendendo as
demandas metabdlicas para sua faixa etaria (Rostagno et al, 2005), durante todo o periodo
experimental. Os animais dos grupos tratados com nutracéuticos receberam a mesma racédo
suplementada com nutracéutico, a base de fibras insoluveis e orégano, na propor¢éo de 1,5kg por

tonelada de racdo.

5.4 Isolamento Bacteriano
Para o isolamento de Brachyspira sp., foram utilizadas somente amostras de fezes coletadas no
dia da eutanasia dos animais, 13 dpi. As amostras de fezes foram difundidas em meio seletivo
agar TSA Tryptic Soy Agar (Tryptic Soy Agar, DIFCO, cat n°211043), suplementado com 5%
sangue equino, 6,25 mg/ul rinfampicina (Rifampicin, Sigma-Aldrich, cat n°® R3501), 800 mg/ul
de espectinomicina (Spectinomicin, Sigma-Aldrich, cat n°® S9007), 25 mg/ul de vancomicina
(Vancomicin, Sigma-Aldrich, cat n° V2002), 25 mg/ul de colistina (Colistin, Sigma-Aldrich, cat
n°® C1511) (Leser et al., 1997), e foram incubadas por trés dias, a 42°C, em jarras com meio
anaerobico, preenchidas com mistura dos gases N2(80%), CO2(10%) e H2(10%). O ambiente
anaerobio foi confirmado por fita indicadora de anaerobiose (Oxoid Anaerobic Indicator, Thermo
Fisher, cat n° BR0055). Os isolados foram submetidos a técnica de esgotamento em placa com
meio seletivo para obtencdo de colbnias puras, e, posteriormente, foram acondicionados em

freezers a -80°C.

5.5gPCR
Para os testes moleculares foram utilizados Kits de extracdo de DNA (QlAamp®Fast DNA Stool
Mini Kit). As analises de gPCR foram realizadas em duplicata, usando primes para o gene Nox
de B. hyodysenteriae SYBER assay, JH0073 (5'-AGT GAA ATA GTT GCT CAT ATC AAA -
3)JH0074 (5'-GCATCA CTG ATT AAA GAA CCA ATT-3'), de acordo com limite de deteccdo
10%-10° copias por gramas de fezes (Rubin et al. 2013). Para realizagdo da curva padro, foi
utilizada 1g de fezes sabidamente negativa para B. hyodysenteriae e adicionado uma quantidade
conhecida de B. hyodysenteriae. O volume final da reacéo foi 25uL, constituidos por 1x SYBR
Green PCRMaster Mix, 1x QN ROX Reference Dye (QuantiNova SYBR Green PCR Kit, Qiagen
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Inc., Toronto, ON), 500 nM de cada primer ¢ 5 ul. de DNA. As amostras foram pipetadas em
placas de 96 pocos e amplificadas em termociclador (QuantStudiol®). Todas as rea¢des contaram
com controle negativo e controle positivo a partir da curva padrdo. As analises foram realizadas
pelo software (QuantStudio™ Design & Analysis Software) (Sato, 2017).

5.6 Necropsia
Os animais foram eutanasiados 13 dpi, de acordo as normas exigidas pelo CEUA, em seguida,
foram necropsiados e realizada a avaliagdo macroscopicas dos 6rgdos. Animais clinicamente
debilitados foram eutanasiados no decorrer do experimento em concordancia aos critérios
estabelecidos pelo CEUA. Durante a necropsia, 0s animais foram avaliados quanto a presenga de
lesBes macroscopicas no intestino grosso e por¢do aboral do intestino delgado. Regides alteradas
foram classificadas levando em consideragéo as seguintes variaveis: espessamento e hiperemia
de mucosa, necrose, presenca de hemorragia, muco, fibrina e edema, e graduadas de acordo a

intensidade da lesdo sendo, normal =0, discreto =1, moderado =2, acentuado =3.

Fragmentos de ileo, ceco, colon e linfonodos mesentéricos foram coletados e fixados em
formalina tamponada 10% para avaliacdo microscopica. Além disso, foram coletadas amostras de
fezes da ampola retal e raspados da mucosa da por¢do apical do colon espiral para analises de

isolamento bacteriano e redox, respectivamente.

5.7 Histopatologia
Foram coletadas amostras de ileo para descartar possivel quadros relacionados a outros agentes
bacterianos, além de fragmentos de intestino grosso, posteriormente as amostras foram
desidratados em alcool etilico absoluto, hidratados por xilol e incluidos em parafina para
confec¢do de laminas, coradas em coloragdo de hematoxilina e eosina (HE), segundo descrito por
Luna (1968). Posteriormente, as preparacdes foram avaliadas quanto a presenca de alteragdes
histopatoldgicas compativeis com infeccdo por B. hyodysenteriae. As variaveis avaliadas no
exame histopatologico foram as seguintes: 1) presenca de infiltrado inflamatorio na lamina
propria, 2) hiperplasia de células caliciformes, 3) necrose superficial, 4) formacdo de
pseudomembrana e 5) aumento de muco. Essas lesdes foram avaliadas e graduadas segundo a
intensidade, sendo normal = 0; Discreto = 1; Moderado = 2; Acentuado = 3. Posteriormente, foi
realizada analise estatistica por variavel. Um escore composto para les@es histolégicas totais por
animal foi gerado utilizando pesos por variavel avaliada, sendo esses: peso 1 para infiltrado
inflamatorio e hiperplasia de células caliciformes; peso 2 para presenga de muco e formagéo de
pseudomembrana; e peso 3 para necrose superficial do epitélio intestinal. Os animais foram
classificados segundo a média ponderada dos pesos e da intensidade das lesbes de cada variavel

analisada, e posteriormente, realizada analise estatistica.
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5.8 Avaliacdo de Lesdo Oxidativa

As lesbes oxidativas foram mensuradas quanto a concentracdo de Glutationa-S-Transferase,
Glutationa reduzida, Superoxido dismutase, Peroxidacao lipidica e Proteina tecidual, recuperadas
a partir de raspado de mucosa de intestino grosso de todos os leitdes, obtidos do &pice do célon
espiral, no dia da eutanasia. As amostras de raspado da mucosa foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, logo ap6s eutanasia, e avaliagdo macroscopica, até 0 momento
das analises. A determinacdo da lipooxidacao foi realizada através do ensaio de oxida¢édo do Fe2+
na presenca de xilenol laranja, conhecido como ensaio FOX — Ferrous Oxidation/Xylenol (Jiang
etal., 1991). A determinacdo de Superoxido dismutase foi realizada através de oscilopolarografia
de varredura Unica (Gao et al., 1998). A concentracdo da proteina tecidual e das enzimas
Glutationa reduzida e Glutationa-S-Transferase foram determinadas por ensaio
espectrofotométrico (Sedlak e Lindsay, 1968; Habig et al., 1974).

5.9 Anélise de Permeabilidade Intestinal

Para avaliacdo de alteracBes na permeabilidade e tempo de transito intestinal foi mensurada a
recuperacao de Dextrano sérico dos leitdes. Os niveis de FITC-Dextran nas amostras de sangue
coletadas 6 dpi foram determinados por medicdo de fluorescéncia, através de um comprimento
de onda de excitagdo de 485nm e comprimento de onda de emissao de 528nm com espectrémetro

de fluorescéncia (Vicufia et al., 2015).

5.10 Andlise Estatistica
Para as andlises estatisticas foram empregados teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de
comparac¢des multiplas de Dunn para avaliar pardmetros gualitativos como, diferencas entre os
tratamentos quanto ao escore clinico, escore de lesdo microscopicas e macroscopica, recuperagdo
de FITC sérico, concentracdo de Glutationa—S-Transferase, SuperOxido dismutase e
Lipoperoxidagdo. Variaveis quantitativas, com distribuicdo normal, como as concentragfes de
Glutationa reduzida e Proteina tecidual, foram avaliadas através do teste de ANOVA e teste post-
hoc de Tukey. As analises de qPCR foram submetidas a transformagdes por raiz quadrada e
logaritmicas e avaliadas utilizando o teste de Kruskal-Wallis com ajuste pelo teste de Dunn.

Foram considerados significativos P < 0,05.



30

6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo Clinica

Durante o experimento foram eliminados dois animais do estudo. Um leitdo do grupo NAI que se
apresentava clinicamente debilitado, com intensa reducéo do escore corporal, apatia, desidratacao
e diarreia liqguida mucohemorragica profusa, sendo eutanasiado no dia 11 dpi, de acordo com
critérios estabelecidos pelo CEUA. Outro animal, do grupo CP, veio a 6bito em decorréncia de

laceracdo da veia jugular durante uma coleta de sangue no dia 6 dpi.

Nenhum animal do grupo CN apresentou diarreia mucohemorragica em nenhum momento do
estudo. As avaliacdes clinicas apontaram que a manifestacdo de diarreia liquida e
mucohemorragica iniciaram no 6 dpi no grupo NAI em trés animais, incluindo o animal
eutanasiado no dia 11 dpi, progredindo para seis animais intensamente diarreicos até 12 dpi, sendo
que destes seis, cinco apresentavam diarreia liquida mucohemorragica. No grupo NP1, 7 dpi, nove
animais apresentavam diarreia, sendo um animal com diarreia aquosa e mucohemorragica, e cinco
animais com diarreia liquida profusa. Posteriormente, 12 dpi, seis animais do grupo NPI
apresentavam diferentes intensidades de diarreia, sendo dois animais com diarreia aquosa e

mucohemorragica.

No grupo CP, a manifestacdo de diarreia liquida e mucohemorrégica ocorreu 10 dpi em um
animal, evoluindo para sete animais diarreicos no 12 dpi, sendo que trés apresentavam diarreia
aquosa e mucohemorragica. Durante as primeiras semanas do estudo alguns animais do grupo CN
apresentaram diarreia liquida e foram positivos para Escherichia coli enterotoxigénica no
isolamento bacteriolégico, a partir de amostras de fezes e deteccdo de gene stx2-e pelo teste de
PCR multiplex (Macedo et al, 2011).

N&o foi observada diferenga significativa na comparagéo entre grupos para cada dia de avalia¢éo

clinica de diarreia apds a inoculagdo com B. hyodysenteriae.

6.2 Achados Macroscdpicos

Nenhum animal do grupo CN apresentou qualquer lesdo intestinal. O grupo que exibiu maior grau
de lesdo macroscopica foi o NAI, seguido pelo CP. Foi observado diferenca estatistica entre os
grupos CN e NAI (Fig. 5). Nos grupos inoculados, CP, NAI e NPI, foram observadas lesdes no
cdlon espiral que variaram de colite catarral difusa intensa (Fig. 6a) & colite necrohemorragica e

fibrinonecrohemorragica difusas intensas (Fig. 6b e 6c).
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Figura 5. Comparacdo de score de avaliacdo macroscopica entre grupos de suinos infectados
experimentalmente com B. hyodysenteriae. Normal =0, discreto =1, moderado =2, acentuado =3.
Identidicacéo entre grupos experimentais CN: controle negativo; CP: controle positivo; NAI: Nutraceuticos
antes da inoculagdo; NPI: nutracéuticos ap6s a inoculacdo. Analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste de Dunn. *P< 0,05.

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 6. SeccOes de colon espiral de suinos infectados experimentalmente com B.
hyodysenteriae. a) Colite catarral difusa acentuada, b) Colite necrohemorragica difusa acentuada,

c) Colite fibrinonecrotica difusa intensa.
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6.2 Resultados de Lesdes Histopatoldgicas

Na avaliacdo histopatoldgica, utilizando o escore composto, foi observado maior nimero de
animais com escore acentuado de lesdes microscopicas (Fig. 7) no grupo NPI, seguido pelo NAI
(Fig. 8). Foi observada diferenca (P<0,05) entre o grupo CN e os trés grupos inoculados, mas ndo
houve diferenca entre os grupos inoculados (Fig. 8).

O grupo com maior nimero de animais com grau acentuado de hiperplasia de células caliciformes
e infiltrado inflamatdrio foi o NAI. Para essas duas variaveis, foi observada diferenca (P<0,05)
entre 0 grupo CN e os demais trés grupos inoculados, ndo havendo diferenga entre os grupos
inoculados (Fig. 9).

As andlises referentes a presenca de muco e necrose intestinal revelaram maior nimero de animais
com essas alternacdes severas no grupo NPI, seguida do grupo NAI. Foi encontrada diferenca
(P<0,05) entre 0 grupo CN e os dois grupos que receberam nutracéutico (NAI e NPI) para ambas
as variaveis. Nas analises quanto a formacdo de membrana pseudodiftérica, os maiores valores
foram encontrados no grupo NPI, sendo observada diferenca estatistica somente entre os grupos
CN e NPI (Fig. 9).

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 7. Microscopia de colon espiral de suinos inoculados experimentalmente com B.
hyodysenteriae. A) Extensa area de necrose superficial do epitélio intestinal associado a infiltrado
inflamatério na lamina propria superficial. HE 200x. B) Extensa area de necrose e esfoliacéo
superficial do epitélio intestinal associado a infiltrado inflamatorio, fibrina, muco e restos
celulares. HE 200x.
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Figura 8. Comparacao de escore composto de lesdes histopatoldgicas. Identidicacdo entre grupos
experimentais CN: controle negativo; CP: controle positivo; NAI: Nutracéuticos antes da
inoculagdo; NPI: nutracéuticos ap6s a inoculacdo. Anélise estatistica foi realizada utilizando o
teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste de Dunn. *P< 0,05 _**P<0,01 ***P<0,001.
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Figura 9. Comparacdo de escores de lesdo histopatoldgicas isoladas. Identidicacdo entre grupos
experimentais CN: controle negativo; CP: controle positivo; NAI: Nutraceuticos antes da inoculacdo; NPI:

nutracéuticos apos a inoculagdo. Anélise estatistica foi realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste
de Dunn. *P< 0,05 _ **P<0,01.

6.4 Avaliacdo de gPCR para B. hyodysenteriae

Foi realizada avaliagdo de qPCR a partir de amostras de fezes coletadas em seis momentos
distintos dentro do periodo experimental. Os resultados indicam que na primeira coleta, 5 dias
antes da inoculagdo, nenhum grupo apresentava eliminacéo do agente (Fig. 10a). A partir da 32
coleta, 6 dpi, até a 5a coleta, 12 dpi, o grupo NAI apresentou maior eliminagdo de B.
hyodysenteriae nas fezes. Na terceira coleta de fezes, dia 6 dpi, houve diferenca significativa entre
0 grupo NAI e os grupos CN, CP e NPI (Fig. 10c). Na quarta coleta, 9dpi, o grupo NAI teve
resultados significativamente superiores de eliminacdo de bactérias nas fezes do que 0s grupos
CN e CP (Fig. 10d). Na quinta, 12dpi (Fig. 10e), e sexta coletas, 13dpi (Fig. 10f), os grupos CN
e NAI e CN e CP apresentaram diferenca significativa, respectivamente, com valores superiores
para NAI e CP.
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A comparacdo de médias entre grupos, considerando a eliminacdo total de bactéria, somando

todos os periodos, aponta diferenca estatistica significativa entre o grupo CN e 0s outros trés

grupos inoculados, e diferenca entre o grupo CP e o NAI, com valores superiores para o Gltimo

(Tab. 1).

Tabela 1. Comparacéo da diferenca entre medias de gPCR para B. hyodysenteriae de cada grupo,

considerando o somatério dos resultados de todas as coletas de fezes. Analise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Kruskall Wallis. *P< 0,05 _ ****P<(,0001.

-y groupl group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj.signif
eliminacao C- C+ 60 59 3.076720 0.0020929 0.0125575 *
eliminacao C- NAI 60 59 5.850532 0.0000000 0.0000000 ****
eliminacao C- NPI 60 60 4.382585 0.0000117 0.0000704 *¥***
eliminacao C+ NAI 59 59  2.762231 0.0057408 0.0344447 *
eliminacao C+ NPI 59 60 1.287412 0.1979507 1.0000000 ns
eliminacao NAI NPI 59 60 -1.486401 0.1371732 0.8230393 ns
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Figura 10. Representagéo grafica dos 6 diferentes momentos de coleta de fezes de suinos infectados
experimentalmente com B. hyodysenteriae e tratados ou ndo com nutracéuticos. A) -5 dpi; B) 3 dpi; C) 6
dpi; D) 9 dpi; E) 12 dpi; e F) 13 dpi. Identidicacdo entre grupos experimentais CN: controle negativo;
CP: controle positivo; NAI: Nutraceuticos antes da inoculagdo; NPI: nutracéuticos apés a inoculagao. Analise

estatistica foi realizada utilizando transformacéo por raiz quadrada e logaritmica e teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste de
Dunn. *P< 0,05 _ **P<0,01 _***P<0,001.
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6.5 Isolamento Bacteriano

O isolamento bacteriano foi realizado a partir de amostras de fezes de todos os animais obtidas
no 13 dpi. Foi possivel recuperar coldnias puras de espiroquetas fortemente hemoliticas a partir
de amostras de fezes de 25 suinos, que foram propagadas até a terceira passagem, sendo 8 animais
do grupo NAI, 9 animais do grupo NPI e 8 animais do grupo CP. Dessas 25 placas, foi possivel
realizar o isolamento bacteriano em agar TSA de 14 culturas que apresentaram forte hemolise por
toda estria de esgotamento, sendo 4 do grupo NAI, 6 do grupo NPI e 4 do grupo CP. Nao foi
isolado nenhuma bactéria compativel com B. hyodysenteriae em nenhum dos animais do grupo
CN.

6.6 Resultados da Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal

Para avaliacdo de alteragBes na permeabilidade e tempo de transito intestinal foi mensurada a
recuperacao de Dextrano sérico dos leitdes. Os grupos com maior permeabilidade intestinal foram
NPI, seguido do grupo CP, e os menores valores para o grupo NAI, como mostrado na Fig. 11.
Foi observada diferenca estatistica entre o grupo NAI e os dois outros grupos inoculados (Tab.
2).

k%

e s T ]

CN CP NAI NPI

GRUPOS

Figura 11. Comparacdo da recuperagdo de Dextrano entre grupos de leitGes inoculados
experimentalmente com B. hyodysenteriae e tratados com nutracéuticos. Identidicacio entre grupos
experimentais CN: controle negativo; CP: controle positivo; NAI: Nutraceuticos antes da inoculacdo; NPI:

nutracéuticos apos a inoculagéo. Analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste
de Dunn. *P< 0,05 _****P<(,001.
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Tabela 2. Comparagdo da recuperacdo de Dextrano entre grupos de leitdes inoculados

experimentalmente com B. hyodysenteriae e tratados com nutracuticos. Analise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste de Dunn. *P< 0,05 _****P<0,001.

.y.  groupl group2 nl n2 statistic p p.adj p.adj.signif
fite ¢ c+ 10 10 0.4303845  0.6669160 1.0000000 ns
fitc ¢ NAI 10 10 -2.2571274 0.0240001  0.1440007 ns
fitc ¢ NPI 10 10 24771017 0.0132454  0.0794725 ns

fitc o+ NAI 10 10 -2.6875119 0.0071987 0.0431919 *
fite c+ NPI 10 10 2.0467173 0.0406859 0.2441151 s
fitc NAI NPI 10 10 4.7342292 0.0000022 0.0000132 ***x

6.7 Resultados das ConcentracGes de Enzimas Antioxidantes
A avaliacdo quanto as quantidades de enzimas antioxidantes foram mensuradas através das
concentracbes de Glutationa-S-Transferase, Glutationa reduzida, Superoxido dismutase,
Peroxidacdo lipidica e proteina tecidual, recuperadas a partir de raspado de mucosa de apice de

cblon espiral de leitdes no dia da eutanasia (13 dpi), sendo os resultados demonstrados na Fig. 12.

As concentracdes de Glutationa-S-Transferase (GST) foram maiores no grupo CP, seguido pelo
grupo CN, sendo observada diferenca significativa entre esses dois grupos e 0s que receberam
nutracéutico (NAI e NPI). As concentracBes de Superoxido Dismutase foram superiores no grupo
CN, seguido pelo grupo NAI, tendo sido observada diferenca estatistica entre esses dois grupos e
0 grupo CP. Quanto as concentracdes de peroxidacdo lipidica, os maiores valores foram
verificados no grupo CP, sendo observada diferenca estatistica somente entre esse grupo e o grupo
CN. Os resultados referentes a proteina tecidual foram superiores no grupo CP, tendo sido
observada diferenca estatistica entre esse grupo e os grupos CN e NAI. N&do houve diferenca

estatistica significativa entre grupos para a variavel Glutationa reduzida.
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Figura 12. Resultados a analise de quantificacdo de Glutationa -S- Transferase (GST);
Superoxido Dismutase (SOD); Peroxidacao lipidica (LPO); Glutationa reduzida (GSH); Proteina
tecidual (PT) entre grupos de leitdes inoculados experimentalmente com B. hyodysenteriae e
tratados com nutracéuticos. Identidicacdo entre grupos experimentais CN: controle negativo; CP:

controle positivo; NAI: Nutraceuticos antes da inoculacdo; NPI: nutracéuticos apds a inoculagdo. Analise
estatistica foi realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis com ajuste pelo teste de Dunn. Para as variaveis GST, SOD, LPO, que

apresentaram distribuicéo normal, foi realizado o teste ANOVA com ajuste pelo teste de Tukey para GSH e PT _*P< 0,05 _ **P<0,01

7. DISCUSSAO

Esta é a primeira pesquisa que avalia os efeitos preventivos e terapéuticos de nutracéuticos a base
de fibras insoluveis frente a infeccdo experimental com B. hyodysenteriae em suinos quanto, ao
estresse oxidativo durante a patogénese da DS, além da avaliacdo da permeabilidade intestinal

através da recuperacdo sérica de Fitc Dextran.

Nenhum animal do grupo CN apresentou alteragdes macroscépicas e microscopicas sugestivas de
DS ou eliminagdo do agente. Além disso, animais do grupo CP apresentaram quadro clinico
sugestivo da doenca, além de lesGes macro e microscopicas compativeis com a doenga e
eliminac&o de B. hyodysenteriae nas fezes. Dessa forma, 0 modelo experimental foi bem-sucedido

ndo tendo ocorrido contaminacdo do grupo CN.

Durante o periodo experimental dois animais foram removidos do estudo sendo, um animal do

grupo NAI, eutanasiado no dia 11 dpi devido ao agravamento do seu quadro clinico resultante da

NAI
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DS, apresentando diarreia aquosa mucohemorrégica profusa, considerdvel perda de escore
corporal e apatia, além de um animal do grupo CP que no dia 6 dpi sofreu laceracdo da veia

jugular durante uma coleta de sangue.

Para uniformizar as analises, a por¢do do apice do coldn espiral foi definida como o local de
avaliacdo de amostras para histopatologia, considerando que esta regido é a mais acometida em

animais com lesdes macroscépicas de DS.

De forma geral, os resultados encontrados quanto ao inicio dos sinais clinicos, e presenca de
lesBes macro e microscopicas compativeis com DS foram superiores nos grupos que receberam
nutracéutico, NAI e NPI. Esses animais apresentaram ainda escore de diarreia elevado e
eliminacdo de B. hyodysenteriae a partir da terceira coleta de fezes, além da recuperacdo de
espiroquetas fortemente hemoliticas através do isolamento bacteriano em grande parte dos
animais. Apesar dos animais no grupo CP terem apresentado menor severidade de DS que 0s
grupos NAI e NPI, quadro classico da doenca foi reproduzido baseado nos sinais clinicos de DS,
presenca de lesdes macroscOpicas e histopatoldgicas acentuadas, além de eliminacdo do agente

nas fezes e isolamento bacteriano de culturas compativeis com B. hyodysenteriae.

No presente estudo foram avaliados os efeitos protetivos e terapéuticos conferidos por
nutracéuticos a base de fibras insollveis incluidos na dieta de suinos, frente a infeccdo
experimental por B. hyodysenteriae. Contrariamente ao pressuposto, o uso de nutracéutico a base
de fibras insollveis contribuiu para o agravamento dos quadros de DS, visto principalmente no
aumento da eliminacdo de B. hyodysenteriae nas fezes no grupo NAI, demonstrado nos resultados
de gPCR.

Assim como no presente estudo, Helm et al. (2020) demonstraram que a inclusdo de fibras
insolGveis promove efeitos negativos sobre o trato gastrintestinal frente a DS. Segundo 0s mesmos
autores, o efeito de fibras insollveis na dieta sobre o agravamento da DS pode ser atribuido a
maior taxa de fermentagdo microbiana no intestino grosso, promovido pelo aumento de fibras na
dieta, dessa forma favorecendo a colonizagdo do intestino grosso pelas espirogquetas. De acordo
com Li et al. (2019), adicdo de fibras insoluveis na alimentacdo de suinos desafiados com
Escherichia coli enteropatogénica agravou o quadro diarreico dos animais e aumentou a excre¢ao
do agente através das fezes, resultados similares aos observados neste estudo. A razdo para isso
ainda ndo foi elucidada, no entanto é provavel que o consumo de fibras insollveis diminua o
tempo de transito intestinal da digesta, favorecendo a eliminacgao de bactérias através das fezes, o
que, associado a intensificagdo do quadro clinico, sugere maior colonizacdo de bactérias
patogénicas (Wilfart et al., 2007). Baseado nos estudos de Li et al (2019 e 2020), o aumento de
quadros clinicos de E. coli enteropatogénica sugere que as fibras insolGveis favoreceram a adesao

das bactérias ao intestino dos animais, contribuindo para o estabelecimento da doenga e
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agravamento no quadro clinico, o que pode ser atribuido também em nosso estudo. Ainda,
segundo a Lin et al. (2021) dietas a base de fibras insoltveis alteram a composic¢do das mucinas
intestinais, o que auxilia na adesdo das bactérias ao epitélio intestinal, fornecendo uma fonte
adicional de nutrientes para B. hyodysenteriae. No presente trabalho foi demonstrado que a
origem, propriedades fisico-quimicas, além da solubilidade da fibra alimentar afeta a resposta dos
suinos as infecgdes bacterianas ( Molist et al., 2014).

Da mesma forma, Pluske et al. (1996) demonstraram que a presenca de fibras sollveis confere
efeito protetivo contra DS, assim como dietas a base de carboidratos altamente fermentaveis como
descrito por Thomsen et al. (2007) e Hansen et al. (2011). Estudos utilizando alimentos altamente
digestiveis como amido de milho (Schweer et al., 2019) ou arroz branco cozido (Pluske et al.,
1996) promoveram reducdo a incidéncia de DS ap6s desafio experimental. Dietas a base de arroz
branco cozido foram associadas ao aumento do pH da digesta e a reducdo das concentracdes de
acidos graxos volateis no intestino grosso de suinos, demonstrando que limitar a fermentacao

microbiana no intestino grosso dificulta a colonizagdo por B. hyodysenteriae (Pluske et al., 1996).

Desse modo, foi comprovado que uma alimentagdo com alta porcentagem de soja e fibras
insollveis favorece a coloniza¢do por B. hyodysenteriae, tendo em vista que a soja contem
polissacarideos ndo amildceos, que aumentam a fermentacdo bacteriana no colén, e
consequentemente a producdo de &cidos graxos volateis, contribuindo para o desenvolvimento de
DS (Durmic et al., 1998, Jacobson et al., 2004).

Semelhantemente, Thomsen et al. (2007) demonstraram que uma dieta contendo raizes de
chicdria secas, alimento rico em inulina, confere protecdo a suinos infectados experimentalmente
por B. hyodysenteriae. Uma sequéncia de experimentos de Hansen et al. (2010, 2011) analisou 0s
efeitos protetores dos carboidratos fermentaveis em suinos alimentados com dietas a base de
triticale e cevada. Hansen et al. (2011) demonstraram que dietas contendo inulina, obtida a partir
de fibras solGveis, foram capazes de impedir o desenvolvimento da DS. No entanto, foi necessaria
uma alta concentragdo de inulina (80 g/kg) para proporcionar efeito protetor, o que agregaria alto
custo a alimentacdo dos suinos. Diferentemente das fibras insolveis, sdo atribuidos efeitos
protetivos as fibras sollveis, por meio da inulina, sobre o trato gastrointestinal (TGI) devido a
estimulacdo seletiva no crescimento de bactérias produtoras de lactato Bifidobacterium
thermacidophilum no intestino grosso de suinos (Molback et al., 2007). As Bifidobactérias estdo
associadas a suscetibilidade reduzida a patdgenos entéricos e infec¢des intestinais, atraves da
producdo de substancias antimicrobianas ativas contra microrganismos virulentos (Homma, 1988;
Gopal et al., 2001). Embora a comparagao entre estudos possa ser complexa devido as diferencas
entre delineamentos experimentais, pode-se sugerir que a composi¢do de dietas altamente

fermentaveis no intestino grosso de suinos é condic¢do importante na prote¢do contra DS.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6488326/#CIT0033
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Um aspecto fundamental para satde intestinal € a integridade da barreira intestinal, representada
principalmente pelas proteinas de jun¢bes oclusivas de membrana, que impedem a passagem de
moléculas entre as células epiteliais. Durante a infec¢do por B. hyodysenteriae ocorre um processo
inflamatorio predominantemente neutrofilico na mucosa intestinal, somado a fatores inerentes ao
agente capazes de causar esfoliacdo epitelial e aumento da permeabilidade intestinal, tornando os
animais susceptiveis a infeccBes secundarias por outros microrganismos (Bruewer et al., 2003;
Hampson, 2012; Quintana-Hayashi et al., 2015). Contudo, segundo Helm et al. (2020), em
quadros graves de DS, a permeabilidade intestinal pode permanecer inalterada, devido a barreira
criada pelo aumento na secrecdo de muco e alteragdes nas propriedades das mucinas, tornando o
muco intestinal denso e desorganizado. Dessa forma, essa barreira fisica pode impedir ou reduzir

a passagem de moléculas do limen intestinal para corrente sanguinea.

Para avaliar a permeabilidade epitelial, empregamos o marcador fluorescente, FITC-Dextran, por
meio da sua recuperacao no sangue ap6s a administracao oral. O FITC-Dextran é uma molécula
com alto peso molecular, ndo permeével ao epitélio intestinal integro, incapaz de se ligar a

proteinas plasmaticas.

No presente estudo, o grupo com maior permeabilidade intestinal foi o NPI seguido pelo grupo
CP. Esperavamos que a inducgdo de DS através da inoculacao experimental com B. hyodysenteriae
propiciaria o desenvolvimento de inflamacao e les6es epiteliais, e consequentemente, promoveria
0 aparecimento de FITC-Dextran no sangue, indicando aumento da permeabilidade epitelial a
macromolécula, o que foi observado no grupo NPI e CP. Todavia, esses achados divergem dos
resultados obtidos por Helm et al. (2020), tendo em vista que o grupo NPI apresentou maiores
concentracdes de muco intestinal e valores altos de recuperacdo de FITC no soro, indicam que a
presenca do muco intestinal ndo interferiu para a manutencdo da integridade intestinal. Deve-se
considerar, no entanto, que a producgdo e formacdo da barreira formada pelo muco no intestino
grosso pode ter sido insuficiente para bloguear o transito de macromoléculas no presente estudo.
Além disso, é dificil explicar os baixos valores de recuperagdo de Dextrano no grupo NAI, que
apresentou 0 maior escore composto de lesdes histoldgicas e acentuadas lesBes inflamatorias e
necroticas. Dessa forma, sdo necessarios maiores estudos para entender os mecanismos

fisiologicos subjacentes na interacdo entre a B. hyodysenteriae e 0 muco intestinal.

Durante a patogénese de muitas doengas gastrointestinais, como na DS, ocorre o aumento da
producdo de radicais livres no TGI (Glock et al., 1974; Kennedy e Strafuss, 1976; Kubo et al.,
1979; Hampson, 2012). Estudos recentes tém demostrado que os 6éleos essenciais extraidos do
orégano, como o Carvacrol e o Timol, tém a capacidade de reduzir o estresse oxidativo,
aumentando a atividade de enzimas antioxidantes no trato gastrintestinal dos animais (Srihari et
al., 2008; Mueller et al., 2012; Cabello al., 2015; Chengquan et al., 2015; Tian e Piao, 2019).



43

De acordo com Zou et al. (2016), a adicdo de Oleos essenciais de orégano na dieta de
suinos aumentou a ativacdo da via Nrf2/ARE, importante para regulacdo da expressao
de enzimas antioxidantes. Esses resultados sugerem que esses Gleos essenciais podem conferir
efeito protetor contra danos celulares induzidos pelo estresse oxidativo. No presente estudo,
apesar da presenca de orégano na composi¢do do nutracéutico utilizado, os resultados obtidos
divergem com os descritos por Srihari et al. (2008) e Mueller et al. (2012), visto que as
concentracdes de enzimas antioxidantes GST e SOD foram maiores nos grupos CP e CN, que ndo
receberam nutracéutico, indicando que esse produto ndo induziu o aumento nas concentracdes
destas enzimas, e, portanto, ndo forneceram protecdo adicional contra o estresse oxidativo durante
a DS.

No entanto as concentracdes de proteinas teciduais (PT) e lipoperoxidagdo (LPO), resultantes da
acdo dos radicais livres sobre o tecido, apresentaram valores superiores no grupo CP, o que sugere
que o estresse oxidativo foi mais expressivo nesse grupo durante a manifestacdo de DS,
corroborando os resultados de Srihari et al. (2008), Mueller et al. (2012) Cabello al. (2015),
Chengquan et al. (2015) e Zou et al. (2016). Sugere-se que nutracéuticos a base de fibras
insollveis e orégano seriam capazes de conferir protecdo contra radicais livre em algum momento
da patogénese de DS. Mas, de qualquer forma, sdo necessarios mais estudos para uma melhor
compreensdo dos mecanismos subjacentes as fungdes dos Gleos essenciais do orégano, sobre o

estresse oxidativo durante a DS.

8. CONCLUSAO

Os dados obtidos através dessa pesquisa demostram que a utilizacdo de nutracéuticos a base de
fibras insolGveis e orégano nao foram eficientes para prevencao e tratamento de animais contra a
DS induzida por B. hyodysenteriae. Pelo contrario, os animais que receberam o nutracéutico
apresentaram quadros de DS mais graves em relacdo ao grupo CP, baseado na apresentacdo de
lesbes macroscopicas, histopatologicas, eliminacdo da bactéria nas fezes e aumento na
permeabilidade intestinal. Contudo, embora 0s grupos que receberam nutracéutico ndo tenham
apresentado aumento nas enzimas antioxidantes, as concentracdes de LPO e PT foram menores
nesses grupos, sugerindo gque os nutracéuticos podem ter fornecido protegdo contra o estresse
oxidativo frente a DS nos grupos tratados. Contudo, sdo necessarias mais informagdes para
discriminar os efeitos dos nutracéuticos a base de fibras insollveis e orégano sobre o estresse

oxidativo durante a DS.


https://en.wikipedia.org/wiki/Antioxidant
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654517301233?via%3Dihub#bib181
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