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RESUMO

A hiperprolificidade da fémea suina alcancada através do melhoramento genético permite maior
rentabilidade ao produtor devido ao aumento da eficiéncia da matriz e elevado nimero de
leitdes desmamados/fémea/ano. Porém, existe um desequilibrio entre o maior nimero de leitdes
nascidos e a capacidade da matriz em atender as necessidades nutritivas da sua prole. Portanto,
desafios existem na fase de lactacdo, como a exigéncia da fémea ser maior do que sua
capacidade fisiologica de adquirir nutrientes. Diante disso, o desmame precoce aliado a
utilizacdo de sucedaneos de leite tornam-se uma alternativa para compensar essa disparidade.
Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo mensurar o desempenho animal e as
alteracdes comportamentais e neuroenddcrinas em suinos desmamados precocemente, com o
intuito de medir a aceitabilidade dessa pratica em termos de bem-estar animal. A tese foi
dividida em cinco capitulos, sendo o primeiro referente as consideragdes gerais relacionados ao
tema, e o segundo relacionado as técnicas e andlises usadas no trabalho. No capitulo trés,
objetivou-se avaliar o desempenho produtivo do desmame precoce aos dez dias de idade, e
comparar com o desmame convencional da granja aos 21 dias de idade. O delineamento do
experimento foi em seis blocos casualizados com 24 repeticdes, e dois tratamentos. O grupo
controle foi o desmame convencional utilizado na granja, aos 21 dias, € o grupo tratamento
considerou o desmame precoce aos dez dias de idade. Foram avaliados os pesos do nascimento
até o final do ciclo produtivo da granja, e no frigorifico, foi analisado o rendimento da carcaga.
Os leitdes desmamados aos 21 dias de idade manifestaram maiores potenciais de crescimento
se comparados com animais com dez dias, e a carcaca desses animais apresentaram maior
profundidade de musculo e peso. Conclui-se que o desmame precoce induziu efeitos deletérios
intensos sobre a fisiologia e o desenvolvimento dos leitdes. No capitulo quatro, foi avaliado o
comportamento dos animais através da mensuracdo de lesdes no desmame aos dez dias em
diferentes momentos, teste do campo aberto e objeto novo aos 21 dias, e tempo de embarque
dos animais para o transporte até o frigorifico. Foi coletado o hipocampo no frigorifico e
analisados os efeitos epigenéticos do gene NR3CI e de expressdo dos genes relacionados ao
estresse, sendo eles o NR3CI, NR3C2, FKBP5, HTRIA e BDNF. Como resultado, os suinos
desmamados aos dez dias de idade aumentaram a quantidade de lesdes e agressividade as 24 e
48 horas apds o desmame. Nos testes do campo aberto e objeto novo, esses animais
desmamados precocemente demonstram maior habituacdo. Além disso, ndo houve alteragdao
epigenética na regido do exon 1(7) do gene NR3CI, e ndo houve diferenca significativa entre

os grupos na expressdo de genes estudados relacionados ao estresse. Sugere-se que possa ter



ocorrido pelos cuidados maternos até os dez dias de idade serem suficientes para ndo provocar
alteracodes epigenéticas e de expressao génica nos animais. O dltimo capitulo desse trabalho
refere-se as consideracdes finais, com a sintese e perspectiva da hiperprolificidade da fémea

suina e os manejos alternativos para leitegadas numerosas.

Palavras-chave: Bem-estar animal; comportamento animal; desempenho; expressdao génica;

hiperprolificidade; suinocultura.



ABSTRACT

The hyperprolificity of the female swine achieved through genetic improvement allows greater
profitability for the producer due to the increase in the efficiency of the sow and the high number
of piglets weaned/female/year. However, there is an imbalance between the greater number of
piglets born and the sow's ability to meet the nutritional needs of her offspring. Therefore,
challenges exist in the lactation phase, such as the demand of the female being greater than her
physiological capacity to acquire nutrients. Therefore, early weaning combined with the use of
milk substitutes become an alternative to compensate for this disparity. Therefore, the present
study aimed to measure animal performance and behavioral and neuroendocrine changes in
early weaned pigs, in order to measure the acceptability of this practice in terms of animal
welfare. The thesis was divided into five chapters, the first referring to general considerations
related to the theme, and the second related to the techniques and analyzes used in the work. In
chapter three, the objective was to evaluate the productive performance of early weaning at ten
days of age, and to compare it with conventional weaning on the farm at 21 days of age. The
experimental design was in six randomized blocks with 24 repetitions, and two treatments. The
control group was the conventional weaning used on the farm, at 21 days, and the treatment
group considered early weaning at ten days of age. Weights from birth to the end of the farm's
production cycle were evaluated, and in the slaughterhouse, carcass yield was analyzed. Piglets
weaned at 21 days of age showed greater growth potential compared to animals aged 10 days,
and the carcass of these animals showed greater muscle depth and weight. It is concluded that
early weaning induced intense deleterious effects on the physiology and development of piglets.
In chapter four, the behavior of the animals was evaluated by measuring lesions at weaning at
ten days at different times, open field test and new object at 21 days, and time of loading the
animals for transport to the slaughterhouse. The hippocampus was collected in the refrigerator
and the epigenetic effects of the NR3C1 gene and the expression of stress-related genes were
analyzed, namely NR3C1, NR3C2, FKBPS5, HTRIA and BDNF. As a result, pigs weaned at
ten days of age increased the amount of lesions and aggressiveness at 24 and 48 hours after
weaning. In the open field and new object tests, these early weaned animals show greater
habituation. Furthermore, there was no epigenetic alteration in the region of exon 1(7) of the
NR3CI1 gene, and there was no significant difference between the groups in the expression of
the genes studied related to stress. It is suggested that it may have occurred due to maternal care
until ten days of age were sufficient to not cause epigenetic and gene expression changes in the

animals. The last chapter of this work refers to the final considerations, with the synthesis and



perspective of the hyperprolificity of the female swine and the alternative managements for

numerous litters.

Keywords: Animal welfare; animal behavior; performance; gene expression; hyperprolificity;

swine farming.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO IV
Figura 1. Padroes de metilagdo dos grupos eXperimentaisS. ..........eeeeeuuvvrereeeeeeeeenniivreeeeeeeeeenns 98
Figura 2. Comparag¢do de padrdo de metilacdo entre machos e fémeas dos tratamentos ........ 99

Figura 3. Comparacdo de padrdo de metilacdo entre controle e tratamento, nos diferentes

oS 1152 {0 TSSO PPPPSPPRRRIN 99
Figura 4. Boxplot dos valores de ratio por gene-tratamento .............occeeeeeeeveveeeenniveeeennnene. 101
Figura 5. Boxplot dos valores de ratio POT ZENE.........ccecuuuriviiieeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeeiiveeeeeeeeeens 101
Figura 6. Boxplot dos valores de ratio por tratamento...........cooeueeeeernireeeenniiiieeenniiieee e 102

Figura 7. Grafico de interac@o entre gene e tratamento ...........occeeeeeerrireeeeaniiieeenniieeeennnnees 102



LISTA DE TABELAS

CAPITULO III

Table 1. Description of elements in substitute A and B..........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiieeee, 73
Table 2. Supply of Milk SUDSHILULES ....ccceeriiriiiiiiiiiiieee it e e e e e eeee e e 74
Table 3. Average weights of animalsS..........ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 76
Table 4. Averages of animal WeiZht ZAiNS ...........ceiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 76
Table 5. Means of slaughterhouse data..............c..ceeeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 77
CAPITULO IV

Tabela 1. Primers para analise de metilacdo do DNA.........cccccviiiiiiiiiiiiiiiieee e 91
Tabela 2. Sequéncias dos primers para amplificacdo de RNAm por RT-qPCR..................... 95
Tabela 3. Médias do nimero de lesdes em diferentes dias proximo ao desmame .................. 96
Tabela 4. Teste do campo aberto e objeto novo aos 21 dias de idade ...........ccceeeevniiieeennnnee. 96
Tabela 5. Tempo de embarque dos animais para o transporte até o frigorifico ...................... 97

Tabela 6. Razdo de todos os tratamentos em comparagao com o M-C (base de comparagao)



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Certificado de aprovacio para realizacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica
N0 Uso de ANIMaiS (CEUA) .....uuuieii ittt e e e e e e eeeeeaeeeeenaaans 118
Anexo 2. Quantidade de ilhas CpG, em verde, do gene NRICI ...........cccceeveeevvvciiivieeeeennnnn. 119
Anexo 3. Local dos primers outer (forward e reverse) em verde, e local dos primers inner

(forward e reverse) €M AMATEIO .........ceeeuuuiiiiiiieeeiiiiiiiieeee e e e e ettt e e e e e e e e eeibbareeeeeeeeannnnes 119



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Celsius

5-HT Serotonina

SmC 5-metil-citosina

ABCS Associagdo Brasileira dos Criadores de Suinos
ABPA Associagao Brasileira de Proteina Animal
AMPc Adenosina 3',5'-monofosfato ciclico

BDNF Gene do fator neurotréfico derivado do cérebro

cDNA DNA complementar
CEUA Comité de Etica no Uso de Animais

CpG Citosina-fosfato-Guanina

CRF Fator de liberagdo de corticotrofina
DF Distrito Federal

DNA Acido desoxirribonucleico

DNAse  Desoxirribonuclease

DNMTs DNA Metiltransferases

DNPs Dias ndo produtivos

ECOR1  Enzima de restricdo recombinante proveniente de E. coli ryl3
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

FKBP5  Prolil Isomerase 5-gene codificador da proteina FKBP51

G Forca G - Centrifuga Relativa
g Gramas

GR Receptor de Glicocorticoides
HC1 Acido cloridrico

HPA Hipotalamo-Pituitaria- Adrenal

HTRIA  Gene codificador de receptores serotoninérgicos SHT-1*
IDC Intervalo de desmame-estro

IN113 Instru¢ao Normativa nimero 113

IPTG Isopropil-B-Dtiogalactopiranosideo

Kg Quilogramas



LB

MAPA
mg

MG
MgCI12
miRNA
mM
mm
MR
NaCl
ncRNAs
NGFI-A
NR3ClI
NR3C2
PCR
PKA
pmol
gPCR
RNA
RNAm
RNAse
rpm
SDS
TRIS
Ul
X-GAL
AACt
ul

Meio Luria-Bertani

Molar

Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
Miligramas

Minas Gerais

Cloreto de magnésio

Micro RNA

Milimolar

Milimetros

Receptor de Mineralocorticoides

Cloreto de s6dio

RNA nao-codificante

Fator de crescimento do nervo I

Gene codificador de receptores de glicocorticoides
Gene codificador de receptores de mineralocorticoides
Reacdo em Cadeia da Polimerase

Proteina quinase A dependente de cAMP

Picomol

PCR em Tempo Real

Acido ribonucleico

RNA mensageiro

Ribonuclease

Rotacdo por minuto

Dodecil sulfato de s6dio
2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

Unidade Internacional
5-bromo-4-cloro-3-indoxil-f-D-galactopiranosideo
Meétodo de ciclos totais comparativos

Microlitro



SUMARIO

CAPITULO I — CONSIDERACOES GERALIS..........cocoiviiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
1 INTRODUGCAO .....cooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 22
2 OBIETIVOS ..ttt e st e e e eaeaeee s 23
2.1 ODJELIVO ETAL...eeiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e ettt e e e e e e e ettt e e eeeseeesnntbbaeeaeeeeeeennnnees 23
2.2 ODbjJetiVOS ESPECTIICOS . .uuuutririiiieeeieiiiiiit et e e e e e e ettt e e e e e e e ettt eeeeeseeesnsbbaeeeeeeeesssnnnens 23
3  REVISAO DE LITERATURA ........cccooiiiiitieeeeeeeeeee e 24
3.1 Alternativas para leitdes SUPTANUMETATIOS .. ...ceeuuvvrrrirreeeeeeriiiiirerereeeeeesrenenrareeeeeeessnnnnens 24
3.1.1 Desmame precoce € Suplemento JACTEO ........cuuvvriieiieereeiiiiiiiieeeee e eeeiirereee e e e e e 26
3.1.2 0 MACS A LBIEE ..eeeeeiiiieie et e e 28
3.1.3 Confinamento temporario e lactag@o COIBtiVa.........cccovvuiiiiriiiiiiiiiiieeeeieee e 29
3.2 Desmame precoce e desempenho da matriz € dos 1€it0es ...........eeveeeeeeeriiiiiiieeeeeeeennnnns 31
3.3 O cuidado materno nos primeiros dias de vida do animal.............ccccceeveiiiiiiiiieeeeennnnns 33
3.4 Comportamento de animais desmamados PreCOCEMENLE ............eeeeeeeeerreurrrreeeeeeeeennnnnnns 34

3.5 Efeitos do desmame precoce e descuido materno sobre perfis epigenéticos e de expressao

oS 11 (622 R T PP PP PRI 36
3.0 BEMESTAT ANIIMAL ..oooneeeneii et e et e e e e et e e e e e e e e r e 40
REFERENCIAS ...ttt ettt e ettt et et et esesesese e seee st et et eseseseseseseaeaeanas 41

EXPERIMENTO SOBRE O DESMAME PRECOCE ...........cccoooiiiioeeeeeeeeseeereeeerens 52
1 INTRODUGAO .....coooieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 53
2 ANALISE DE LESOES CUTANEAS NOS ANIMAIS ......cocoovviveiieeeeeeseeeeeeeeenn. 53
3 TESTE DO CAMPO ABERTO.......c.cocoiiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 54
4 TESTE DO OBJETO NOVO ..ot 55
5  TEMPO DE EMBARQUE .......cocooiiuiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 56

6  ANALISES EPIGENETICAS .. oo, 57



6.1 Extragdo de DNA pelo método de “Salting-our”...........ccccoeeeeoeeiiinniiiieeeniiiieeeeiiennn 58

6.2  Tratamento do DNA com bissulfito de SO0 ..........ccoveuiiiiiniiiiiiiiniiieeeiiieeceeeeen 58
6.3 Analise da metilacio dO DINA .....ooiiiiiiiiei e 59
7  EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL.........cccococooovmireirieeeeeeennn, 62
REFERENCIAS ...ttt 65

CAPITULO III - EFFECT OF EARLY WEANING OF PIGLETS AT 10 DAYS OF AGE ON
PRODUCTIVE PERFORMANCE.........ccocoiiiiiiiiiiiiiieccieeeeeeeteeite et 69

CAPITULO IV — ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E NEUROENDOCRINAS DE
LEITOES DESMAMADOS PRECOCEMENTE AOS 10 DIAS DE IDADE ...................... 82

CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS........coooooiiiieiieieeeeeeeeeeee e, 115

ANEXOS ... e 118



CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

21



22

1 INTRODUCAO

O Brasil € um importante produtor mundial de carne suina. Segundo o relatdrio de 2022
da Associa¢do Brasileira de Proteina Animal (ABPA), no ano de 2021, o pais produziu um
valor bruto de 31,394 bilhdes de reais, com uma produgdo de 4,701 milhdes de toneladas de
carne suina. Os estados brasileiros que mais produziram, em ordem crescente, foram: Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Parand e Minas Gerais. O destino da produ¢do da carne suina foi
75,81% consumidos no mercado interno e 24,19% destinado ao mercado externo, sendo que o
Brasil se destaca na quarta posicdo quanto as exportacdes. Os principais destinos da exportacao
da carne suina brasileira sdo China, Hong Kong, Chile, Singapura, Vietna e Uruguai (ABPA,
2022).

Os niimeros expressivos da producdo suinicola brasileira resultaram de diversos
progressos da selecao genética dos animais, desempenho produtivo em cada fase de producao,
aperfeicoamento das técnicas reprodutivas, atencdo voltada a sanidade, além de manejos
adequados para intensificar a producao. O melhoramento genético animal € um dos principais
pontos para desenvolver bons indices na produ¢@o animal, como a efici€ncia alimentar e maior
taxa de crescimento, e aumento da capacidade reprodutiva de fémeas.

A hiperprolificidade € caracterizada pelo aumento da capacidade de ovulacdo da fémea
e fecundagdo, com consequente aumento do nimero de leitdes desmamados por matriz/ano. O
aumento da leitegada foi alcancado através da selecdo de material genético de fé€meas
hiperprolificas de racas puras, em Landrace e Large White, e linhas sintéticas do cruzamento
de Landrace, Large White e outras ragcas com uma ou mais ragas chinesas de suinos de alta
prolificidade, como a Meishan (ABCS, 2014). Essa ultima, de origem chinesa apresentam fetos
que ocupam menor espaco uterino, possibilitam maior sobrevivéncia embriondria, €
consequentemente, produzem um maior nimero de leitdes (CHRISTENSON et al., 1993).

O maior nimero de leitdes desmamados/fémea/ano € um critério de selecao usado para
aumentar a produtividade de suinos, mas ocasiona desafios durante a lactacdo. Na suinocultura,
a producdo de leite é tema discutido amplamente uma vez que as fémeas ndo conseguem
produzir leite em quantidade suficiente para sustentar um 6timo crescimento dos seus leitdes.
Outros desafios decorrentes do aumento de leitdes nascidos de fémeas hiperprolificas sdo menor
peso médio ao nascimento, maior heterogeneidade de pesos e maior porcentagem de leitdes

com peso leve na fase de maternidade. Portanto, desafios da leitegada numerosa devem ser
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estudados criteriosamente, para que a hiperprolificidade nio seja obstaculo na producdo de
suinos.

Existem alternativas para que os leitdes lactentes advindos de leitegadas numerosas
possam se desenvolver e ter bom desempenho nas fases de maternidade, creche, crescimento e
terminacdo. Esses animais tendem a consumir menos leite ocasionado pela menor producdo da
matriz e pela maior disputa dos tetos. No entanto, o0 desmame precoce combinado com o
fornecimento de sucedaneo do leite, pode ser uma forma de melhorar a taxa de sobrevivéncia e
o peso ao desmame (ZIJLSTRA et al.,, 1996; MADSEN et al., 2018). Ademais, também &
necessario averiguar como esta técnica compromete o bem-estar animal, pois ha indicios de que
a pratica do desmame precoce pode diminuir a qualidade de vida dos animais. Além disso,

existe uma pressdo internacional no que se refere ao tratamento e conforto dos animais.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar leitdes desmamados aos dez dias de idade
com inclusdo de um sucedaneo de leite e comparar com o desmame convencional de 21 dias
em granja comercial, por meio de andlise do desempenho produtivo, comportamento e possiveis

alteracOes do sistema nervoso.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do estudo foram:

e Acompanhar o desempenho produtivo dos animais desmamados aos dez e aos 21 dias em

relacdo ao ganho de peso, do nascimento, aos dez, 21, 66 até os 163 dias de idade;
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e Verificar o rendimento de carcaga no frigorifico de animais desmamados precocemente,
com andlise do peso da carcaga quente, espessura de toucinho e espessura de musculo e
porcentagem de carne magra;

e Analisar o medo e estresse dos animais através de testes comportamentais, como avaliacao
do ndmero de lesdes corporais, teste do campo aberto e objeto novo, e tempo de embarque
dos animais para o transporte até o frigorifico;

e Estudar possiveis alteracdes epigenéticas do gene NR3CI (codificador de receptores de
glicocorticoides) do hipocampo de leitdes sobre o cuidado materno de fémeas suinas até os
dez dias de idade, e comparar com leitdes que permaneceram junto a mae até os 21 dias de
idade;

e Analisar a expressdo de genes relacionados ao estresse em amostras do hipocampo, sendo
eles, NR3CI, NR3C2 (codificador de receptores de mineralocorticoides), FKBP5
(envolvido com a sensibilidade dos receptores de glicocorticoides - GR ao cortisol),
HTRIA (codificador de receptores serotoninérgicos SHT-1a) e BDNF (codificador do fator

neurotréfico derivado do encéfalo).

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alternativas para leitdes supranumerarios

A obtencdo de fémeas hiperprolificas na suinocultura industrial, com o aumento no
numero de desmamados/fémea/ano, pode gerar consequéncias como menor peso dos leitdes ao
nascimento, desuniformidade da leitegada e maior concorréncia pelos tetos da fémea. Do
mesmo modo, ha desequilibrio entre o nimero de conceptos que sobrevivem ao periodo pos-
implantacio e a capacidade uterina. E inquestionavel que a hiperprolificidade da fémea suina
trouxe inumeros ganhos a suinocultura em termos de tamanho de leitegada, no entanto os
desafios em relacdo ao crescimento dos leitdes persistem.

O maior nimero de nascidos ocasiona alta demanda na producdo de leite da f€émea suina
para atender os seus respectivos leitdes. A quantidade de nutrientes ingerida pela matriz no

periodo de lactacdo afeta a produtividade da leitegada pela influéncia da quantidade de leite
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ingerido, e reflete, consequentemente, no peso do leitdo ao desmame, no crescimento até o
abate, e ainda afeta o desempenho reprodutivo subsequente da fémea (TOKACH et al., 1992).
A fémea suina ndo realiza a ingestao energética equivalente com a producao de leite necesséaria
para os leitdes, e isso resulta em producdo de leite insuficiente, reduzido desempenho
reprodutivo subsequente e ainda, refugagem precoce de leitdes. Além disso, devido ao padrio
de aleitamento dos suinos e alta competi¢cdo dos leitdes, € dificil para matriz cuidar dos
individuos da prole do que o nimero de tetas funcionais.

Dessa forma, sdo necessdrias alternativas para solucionar este problema. Sobre a
nutricdo da fémea suina, existem diversos trabalhos com relacdo a suplementacdo de
aminoacidos, como a arginina, com o objetivo de aumentar a producao de leite (MATEO et al.,
2008; CHE et al., 2019; HOLANDA et al., 2019). Adicionalmente, sdo realizadas pesquisas na
area de melhoramento genético animal para se aumentar a quantidade de tetos funcionais da
matriz suina e incrementar a produgao de leite (WHEELER, 2003; ANRAIN et al., 2015).
Apesar desses estudos, é necessdria uma agdo mais rapida em relacdo aos leitdes
supranumerarios pois, atualmente, esse maior nimero de nascidos ja € realidade nas granjas de
suinos.

Dentre as praticas atuais para a leitegada numerosa, tem-se o desmame precoce, que
visa salvar os leitdes supranumerarios descendentes de fémeas hiperprolificas, dada a
insuficiente producdo de leite, indisponibilidade de tetos e alta competi¢do entre os leitdes
(COLSON et al., 2006). Com o desmame precoce, é necessaria a utilizacdo de um substituto de
leite para nutri¢ao dos leitdes desmamados. Com isso, existem diferentes produtos no mercado
com o objetivo de atender a demanda de leitdes visando o desenvolvimento dos animais.

Outro manejo empregado para leitdes supranumerarios sao as maes de leite, que utiliza
outras fémeas para aleitar os leitdes excedentes, permitindo que sejam desmamadas duas
leitegadas por fémea na mesma lactacdo (BRUUN et al., 2016). Porém, algumas desvantagens
desse manejo, como a perda de peso da fémea, aumento do intervalo desmame estro, baixa taxa
de ovulagdo e reducdo no numero de leitdes nascidos totais e vivos no parto subsequente,
ocasionam uma resisténcia da utilizacio dessa pratica em vérias granjas comerciais de suinos
(THAKER; BILKEI, 2005).

Ainda como alternativa para a producdo aumentada de leitdes, diversos estudos sdo
realizados sobre o confinamento tempordario e lactacio coletiva. O confinamento temporario €
realizado com abertura da baia em média de 5 dias, e permite maior movimentacao da matriz.
Ja alactagdo coletiva é realizada para que as fémeas e leitegadas se misturem antes do desmame.

Do ponto de vista de bem-estar animal, sdo praticas que despertam interesse, pois as gaiolas



26

atuais da maternidade limitam os movimentos da fémea suina, aumentam o risco de ocorréncia
de natimortos e promovem reagdes agressivas da fémea em relacdo a leitegada. Além disso, os
sistemas de lactacdo coletiva apresentam efetividade, pois necessitam de menor nimero de

equipamentos e estruturas tecnoldgicas para alimentar os leitdes.

3.1.1 Desmame precoce e suplemento lacteo

Naturalmente, o desmame espontaneo da fémea suina ocorre entre dez e 12 semanas de
idade do leitdo e pode se estender até 20 semanas de idade. Nesse periodo, ocorre um fim da
secrecdo lactea e desinteresse mutuo entre a matriz e a leitegada (ABCS, 2014). No sistema
intensivo de produgao de suinos, ocorreu a diminui¢ao gradativa da idade ao desmame ao longo
dos anos. Na década de 1970, os produtores brasileiros realizavam o desmame aos 56 dias de
idade, e no inicio da década de 1980, a idade foi reduzida para 49 dias. Ainda na década de
1980, a reducgao da idade ao desmame foi para 42 dias, e no final desta década, foi para 35 dias
de idade. No inicio da década de 1990, a idade de desmame foi para 28 dias (ANTUNES, 2018).
Atualmente, diante do objetivo de intensificacdo da produgao de suinos, o desmame realizado
nas granjas ocorre usualmente entre 21 e 28 dias de idade do leitdo.

Com a maior producdo de leitdes, o desmame super precoce, inferior aos 21 dias de
idade, é uma alternativa para solucionar o problema de maior desgaste da fémea hiperprolifica
suina, que ocorre pela maior exigéncia da fémea na producio de leite, se comparada com a sua
capacidade fisiologica. O desmame precoce permite maior aproveitamento da capacidade
reprodutiva da matriz e melhor uso das instalacdes, e € responsavel pelo aumento do nimero
de leitdes produzidos por matriz por ano (FERREIRA; SOUZA, 2004). Porém, o desmame
precoce apresenta pontos limitantes em relacdo aos resultados da produc¢do de suinos.

O desmame € considerado um dos principais estressores que os animais podem
experimentar (KELLEY, 1980). De uma forma geral, provoca uma resposta imune induzida
pelo desmame (KICK et al., 2012), disfuncao intestinal (WIJTTEN; VAN DER MEULEN;
VERSTEGEN, 2011; WU et al., 2012), disturbios enddcrinos (ZHU et al., 2012), e maior
estresse oxidativo do organismo dos animais (NOVAIS et al., 2021). Portanto, € necessario
planejamento e cuidado com o manejo e alimentagdo do leitdo apos o desmame.

A producdo de leite da matriz suina € maior em leitegadas grandes, mas foi relatado que

a lactacdo atinge um platd durante o pico da lactacdo com ninhadas de 12 a 14 leitdes
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(AULDIST et al., 1998). Segundo a Agriness (2019), o Brasil atingiu a média de 31,02 leitdes
nascidos vivos/fémea/ano. Todavia, devido ao maior nimero de nascidos, producdo de leite
insuficiente e incompatibilidade com a quantidade de tetos funcionais, em média 7 pares, é
possivel que haja a necessidade da pratica do desmame precoce e inclusdo de um substituto
eficaz de leite.

Os sucedaneos de leite auxiliam na nutri¢do de leitdes 6rfaos ou em situacdes em que a
matriz ndo tem capacidade de atender as demandas das leitegadas (AZAIN et al., 1996). Os
sucedaneos podem ser fornecidos nas baias de maternidade juntamente com a mae, ou em
ambientes especificos e controlados, denominados ber¢éarios. Porém, quanto maior o niimeros
de leitdes nas baias com as maes, maior risco de aumento de morte dos animais por
esmagamento (HALES et al., 2014; CHIDGEY et al., 2015). Portanto, apesar do desmame
precoce em bercgarios prejudicar o bem-estar dos leitdes, este manejo pode ser considerado o
ideal para reduzir a mortalidade dos animais por esmagamento.

O substituto de leite ¢ uma combinacdo de produtos de origem vegetal e animal,
destinados a substituir completamente o leite. O sucedaneo ideal deve ser de boa qualidade,
facil preparo e administracdo, ser palativel, nao sedimentar, ser pobre em fibra e rico em
proteina e energia. Os substitutos de leite, se comparados com o leite natural da fémea,
apresentam como vantagem a redu¢ao das mudangas bruscas no trato digestivo, e facilidade de
estocagem. Os substitutos do leite comerciais normalmente contém leite em p6 desnatado e
soro de leite. Componentes vegetais também sdo adicionados, como amido e proteinas de trigo
e soja, porém o intestino delgado dos leitdes ainda ndo esta totalmente adaptado para digerir
tais componentes (PLUSKE; HAMPSON; WILLIAMS, 1997). Portanto, preparar
gradativamente o intestino para substituir uma dieta de leite para ingredientes solidos vegetais
e estudar possiveis compostos do sucedineo € importante para o periodo pos-desmame.

Em um estudo realizado por Madsen et al. (2018), a utilizacdo de sucedaneo de leite,
com adicdo de aminoécidos, como L-carnitina e L-arginina promoveu maior crescimento de
leitdes e melhor maturacao muscular. Outros autores avaliaram o efeito de um substituto do
leite com farinha de trigo no crescimento, atividade de enzimas intestinais e fun¢cdo imunologica
de leitdes em comparacdo com aqueles alimentados apenas com leite. Os autores concluiram
que animais que receberam sucedineo de leite com farinha trigo sofreram alteragdes sugerindo
adaptacdo a uma dieta vegetal e melhor resposta ao desmame (AMDI et al., 2021). Portanto,
diversos estudos que buscam aperfeicoar cada vez mais a produ¢do de sucedaneos comerciais

foram documentados na literatura.
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Entretanto, o desmame precoce € acompanhado pela severa interrup¢do do crescimento
e ocorréncia de diarreia nos animais. Consequentemente, a escolha de um bom substituto do
leite deve ser realizada em granjas comerciais, com aten¢do a formulacdo do sucedaneo, e nao
somente pelos teores dos nutrientes, mas também as fontes de proteina, carboidratos e gordura

digestivel do produto.

3.1.2 Maes de leite

As maes de leite sdo fémeas suinas que desmamam uma leitegada adicional, depois de
realizar o desmame dos seus proprios leitdes. A vantagem deste sistema € a possibilidade de
desmamar duas leitegadas por matriz e, consequentemente, mais leitdes em um periodo de
lactagdo. No entanto, é necessario conhecer as principais consequéncias do uso de maes de leite
no desempenho reprodutivo de matrizes. De acordo com a ABCS (2014), a necessidade de um
nimero significativo de maes de leite para o excesso de leitdes impactam negativamente os
dados de produtividade.

O maior periodo de lactagcdo da fémea suina como mae de leite ocasiona maior exigéncia
nutricional, o que representa um desafio em relacdo a formulacdo da ragdo da matriz. O
consumo inadequado de nutrientes e de energia na lactacdo pode alterar a fisiologia da fémea
suina, que entra em balanco energético negativo, com maior mobiliza¢do de gordura e musculo.
Segundo Thaker e Bilkei (2005), o aumento da perda de peso corporal durante a lactacdo
influenciou negativamente o intervalo entre o desmame e o estro da matriz, aumentando os dias
ndo produtivos na granja (DNPs), afetando negativamente a efici€éncia o nimero de
partos/matriz/ano.

Ademais, maior mobilizacdo de gordura e musculo durante a fase de lactacdo pode
reduzir a taxa ovulatoria e a qualidade dos odcitos liberados, impactando negativamente o
tamanho da leitegada no parto seguinte (QUESNEL; PRUNIER, 1995; MEJIA-
GUADARRAMA et al., 2002). Com isso, ha um entrave na producdo de suinos, pois as f€meas
foram melhoradas geneticamente para terem maior nimero de leitdes nascidos € 0 manejo de
maes de leite reduz a producdo de leitdes em partos subsequentes.

Outro fator negativo importante das maes de leite € o aparecimento de estro no momento
da lactacdo. A prolactina apresenta acdo inibitoria sobre o inicio da atividade dos ovarios no

pOs-parto. Porém, quando realizado o manejo de maes de leite em uma tunica etapa, no qual a
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fémea no 21° dia de lactagdo recebe uma segunda leitegada jovem, com menor exigéncia
lactacional, ocorre reducao da prolactina. Consequentemente, o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal € ativado, e ocorre a manifestacdo do estro da fémea, que ocasiona o aumento dos
DNPs na granja. Assim, foram desenvolvidos diferentes manejos de maes de leite, realizados
em duas etapas (BRUUN et al., 2016). Porém, sdo manejos complexos que apresentam
dificuldades na rotina de granjas.

Ainda sobre o manejo de maes de leite, apesar de propor uma recuperacao dos leitdes
supranumerarios, a maior exposi¢cdo das maes com os leitdes aumenta o risco da contaminag¢ao
com os agentes que se pretende eliminar ou controlar na maternidade. Em um estudo de 2021,
leitegadas com maes de leite apresentaram maior probabilidade de serem infectados pelo virus
Influenza A quando comparadas com leitegadas que permaneceram com as maes bioldgicas
(GARRIDO-MANTILLA et al., 2021). Portanto, muitos produtores de suinos nio conseguem
adaptar suas granjas para utilizagdo desse manejo.

Uma alternativa ao uso das maes de leite € a utilizacdo de ambientes proprios para
aleitamento artificial, que usualmente sdo chamados de bercgarios. Esta instalagdo apresenta
aquecimento de ambiente préprio para o leitdo, e um sistema de distribuicdo de substitutos de
leite em pequenos comedouros, que pode ser usado para leitdes com mais de trés dias de vida

(ABCS, 2014).

3.1.3 Confinamento temporario e lactacao coletiva

A producdo de uma leitegada numerosa € uma realidade atual na suinocultura. Portanto,
diferentes manejos sio discutidos para contornar a problematica da insuficiéncia de leite e tetos
funcionais da fémea suina. O estresse da f€émea suina provocado pelo tipo de alojamento restrito
desencadeia o problema da agalaxia ou hipogalaxia (MARTIN et al., 1992). Assim, uma op¢ao
para melhoria na producdo de leite seria a utilizagdo de gaiolas de forma temporaria, € em
seguida, baias que permitem o movimento livre da matriz apds os primeiros dias de lactacao,
favorecendo a reducdo do estresse da fémea.

Acredita-se que o confinamento temporario de fémeas suinas em gaiolas reduz a
atividade da glandula adrenal, além de melhorar a imunidade a longo prazo. Além disso, a
reducdo do periodo de confinamento durante a lactacdo pode melhorar o bem-estar da matriz.

Porém, a sobrevivéncia dos leitdes pode ser colocada em risco uma vez que a auséncia de
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confinamento permite mudangas que podem aumentar os eventos de esmagamento dos leitdes
(MARCHANT et al., 2000; MELISOVA et al., 2014).

Um estudo de Goumon et al. (2018) evidenciou que o confinamento da fémea suina
durante o parto e até o 3° dia na lactacdo € suficiente para assegurar a sobrevivéncia,
crescimento e comportamento da sua propria leitegada. Do ponto de vista do bem-estar dos
leitdes e da matriz, este manejo pode ser uma opcao segura de alojamento dos animais na fase
da maternidade. Dessa forma, a diminuicdo do estresse da matriz pode aumentar a producdo de
leite, e atender a demanda de leite pelos leitdes na fase inicial da vida. Porém, essa mudanca
estrutural na granja deve ser avaliada financeiramente pelo produtor.

Outro manejo discutido é a lactagdo coletiva, também denominada de suc¢do ou
amamentagao cruzada. Esse sistema permite o movimento livre das leitegadas, que se misturam
durante a fase da maternidade. De uma forma geral, esse sistema possui caracteristicas
construtivas que permitem expressdo mais completa do comportamento natural de parto e
amamentagao de suinos. De acordo com Meynhardt (1980), a ingestao de leite pelo leitdo de
uma matriz que nao seja a propria mae, pode ocorrer em um ambiente natural.

Um aspecto importante da lactacdo coletiva € que a fémea suina pode amamentar leitdes
ndo descendentes para remover o leite restante e reduzir a pressao no tbere (ROULIN, 2002).
Além disso, a amamentacao cruzada pode ocorrer inadvertidamente porque a f€mea suina nao
percebe os leitdes ndo descendentes. Dessa forma, ap6s a mistura de f€meas suinas e leitdes, a
lactacdo coletiva e amamenta¢do cruzada permite a ingestdo de leite suficiente de animais
excedentes de fémeas hiperprolificas.

Segundo Olsen, Dybkjaer e Vestergaard (1998), a succdo cruzada pode proporcionar
beneficios para leitdes que apresentam uma baixa ingestdo de leite de sua prOpria mae.
Adicionalmente, a amamentacdo cruzada pode ocasionar maior uniformidade dos leitdes
quando o tamanho da leitegada é elevado. Porém, como pontos negativos, as fémeas suinas
jovens podem apresentar sofrimento com a amamentacdo cruzada e massagem cruzada de
leitdes, com maior nimero de lesdes nos tetos (BOHNENKAMP et al., 2013). Em algumas
situacoes, as matrizes podem ser mais agressivas com os leitdes ndo descendentes. Ademais, a
utilizacdo comercial do sistema de lactacdo coletiva € limitada devido a maior exigéncia de
espaco fisico.

De uma forma geral, a amamentac¢do cruzada exibe estratégias diferentes em relagdo ao
nimero de outras fémeas que se misturam, e como € realizado o manejo, se de forma
permanente ou ndo permanente. Adicionalmente, equalizar os tamanhos das leitegadas e o

ajuste do nimero de leitdes lactentes por fémea ao nimero de tetos funcionais, limita a
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amamentagdo cruzada. Além disso, efeitos varidveis da ordem de paricio da fémea suina
também influencia na ocorréncia de aleitamento cruzado (OLSEN; DYBKIJAER;
VESTERGAARD, 1998; MALETINSKA; SPINKA, 2001), possivelmente porque a paridade

pode estar relacionada com a producdo de leite ou tamanho da leitegada.

3.2 Desmame precoce e desempenho da matriz e dos leitoes

Na suinocultura atual, a pratica de desmame tardio € realizada por volta de 28 dias de
idade, e o precoce € realizado em periodo inferior aos 21 dias. O desmame precoce é realizado
pela melhoria do status sanitdrio dos animais nas fases subsequentes da criagdo devido a
diminuicdo do contato da fémea com seus leitdes (MACHADO, 2002; DRITZ et al., 1996).
Além disso, a separacdo da matriz e do leitdo provoca uma redu¢do do intervalo de desmame-
estro (IDE) da fémea, melhora a produtividade das matrizes, e proporciona melhor
aproveitamento das instalagdes na granja (SOARES, 2004).

Outro fator importante para a realizagao do desmame precoce € que a produgao de leite
da matriz diminui a medida que os leitdes crescem. Consequentemente, o leite passa a nao
atender as necessidades de desenvolvimento dos leitdes, sendo necessario fornecer racao
para a leitegada (SANTOS; MASCARENHAS; OLIVEIRA, 2016). Portanto, a pratica de
desmame precoce apresenta o intuito de nutrir os animais com um substituto de leite para
compensar a redu¢do da producdo de leite, e ndo ocasionar o desgaste excessivo da fémea
devido a producdo de leitdes supranumerarios.

Existem diversos fatores que influenciam o desenvolvimento dos leitdes, como por
exemplo a sanidade dos animais, ambiente, manejo, genética e nutricdo. Sesti e Moreno (1997)
afirmaram que quando ocorre diminuicdo da idade ao desmame, de 21 para 14 dias, ha reducao
da mortalidade dos leitdes, justamente pelo fato de se conseguir uma melhoria do status
sanitario dos animais. Portanto, quando ocorre a melhora da sanidade dos animais, favorece a
reducdo da mortalidade e de perdas significativas na produ¢do suinicola.

Outro aspecto importante a ser considerado € sobre a producdo de leite e desgaste
energético da fémea suina. O desmame precoce reduz os efeitos negativos do estresse térmico
extremo na perda de tecido da matriz e subsequente potencial reprodutivo (SPENCER et al.,
2003). O estresse, ocasionado pelos dias de lactacdo, estimula menor ingestdo de ragdo pela

matriz, perda de tecido corporal, aumento do IDE, redu¢do do desempenho reprodutivo
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subsequente, menor produgdo de leite e reduzido ganho de peso da leitegada (BLACK et al.,
1993; RENAUDEAU; NOBLET, 2001). Portanto, apesar do desmame tardio favorecer o
desempenho do leitdo em algumas situacdes, esta pratica prejudica a atividade produtiva da
fémea suina.

Apo6s o desmame, o leitdo precisa ingerir quantidade suficiente de sucedaneo e/ou racao
ganhar peso de forma eficiente. Contudo, os animais precisam de dieta didria que contenha
nutrientes, e adaptacdo a dieta para que se tenha desenvolvimento intestinal normal. Leitdes
que ndo recebem uma nutricdo adequada, ndo ganham peso didrio apés o desmame em
comparacdo com os leitdes lactentes. Segundo Spencer et al. (2003), leitdes desmamados
precocemente aos 14 dias, alimentados com um substituto ilimitado de leite, criados em
ambiente a 32 °C, atingiram pesos semelhantes aos suinos desmamados com 19 dias de idade.

Uma opc¢ao para favorecer o consumo de sucedaneo seria a utilizacdo de maquinas de
alimentacdo automaticas nas maternidades, junto com as maes ou em sistemas de aleitamento
artificial, que apresentam a vantagem adicional de diminuicdo de mado-de-obra necessdria,
comparativamente a preparacao manual. Com este sistema, os leitdes tém leite disponivel o dia
todo. Couto (2013) demonstrou que os leitdes submetidos ao sucedaneo, em cada classe de
peso, apresentaram aos 165 dias de idade, pesos iguais aos leitdes amamentados pela mae. Desta
forma, é possivel resultados satisfatorios quanto a pratica do desmame antecipado de leitdes
desde que se faga o correto manejo.

Em contrapartida, o desmame precoce pode ser um manejo que compromete o
desempenho do leitdo futuramente nas fases de criacdo. Segundo Armstrong e Clawson (1980),
o baixo desempenho durante o periodo de transi¢do do leite, fornecido de 60 a 90 minutos pela
fémea suina, para uma dieta seca fornecida ad libitum, provoca reducio do peso corporal dos
animais, baixa ingestdo e diarreia, comprometendo o desenvolvimento dos animais.

O desmame precoce é um dos eventos estressantes que podem desencadear diversos
fatores de estresse em suinos (MOESER et al., 2019). O leitdao € exposto simultaneamente a
véarios estressores, incluindo separacdo materna e de ninhada, transporte, mudancas na
hierarquia social, mudanca no ambiente e na fonte de alimento. O consumo e o aproveitamento
da dieta s6lida estao diretamente correlacionados com a idade dos leitdes e, quanto mais precoce
o desmame, maiores serdo os efeitos deletérios sobre a fisiologia, comportamento e estado
imunologico que afetardo o desenvolvimento dos leitdes (WEARY; APPLEBY; FRASER,
1999; COLSON et al., 2006; DAVIS et al., 2006). Segundo Weary, Appleby e Fraser (1999), a

separacdo do leitdo de sua made resulta em aumento de angustia e frustracdo. Apesar da
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utilizacdo de dietas especializadas que permitem a adaptacao a dieta sélida e crescimento, afeta
de forma significativa o desenvolvimento dos animais.

Assim, atrasos no ganho de peso durante o inicio de crescimento terdo consequéncias
negativas, resultando em baixos pesos ao abate ou no aumento do nimero de dias na fase de
crescimento e terminacdo (VARLEY; WISEMAN, 2001). Portanto, os efeitos negativos e
positivos do desmame precoce devem ser considerados, tanto a nivel de leitdes como de
matrizes. Mesmo que os leitdes apresentam pior ganho de peso nas fases subsequentes, deve

ser levada em consideracdo a melhora na efici€éncia reprodutiva da matriz.

3.3 O cuidado materno nos primeiros dias de vida do animal

O sucesso da produgdo animal estd interligado aos cuidados neonatais que podem
refletir ao longo da vida do animal, como boas técnicas de manejo e atencdo, que evitam
doencas e promovem crescimento saudavel de toda espécie animal. Apés o nascimento,
ocorrem varias mudancas fisiolégicas nos neonatos, que representa uma adaptagdo para a vida
extrauterina. Consequentemente, diversos cuidados ap6s o nascimento de animais, tais como, a
cura de umbigo, alimentacdo, desmame, instalagdes adequadas e vacinacdo também sdo
importantes para a garantia da satde.

Adicionalmente, o cuidado materno € extremamente importante nos primeiros dias de
vida. A habilidade materna esta associada a produgdo de leite e ao comportamento cuidadoso
como emissao do som para chamar os leitdes para mamar, e se deitar cuidadosamente para
evitar o esmagamento de leitdes. Segundo Hohenboken (1985), os efeitos maternos de interesse
na producdo animal sdo pré-natal, que ocorre no ambiente uterino, como a transferéncia de
anticorpos maternos e leite para a prole, e o efeito materno pos-natal, como os cuidados
maternos da mae até o desmame.

A interacdo estabelecida entre a mie e os leitdes € realizada através do olfato,
comunicacao oral e contatos tateis (ANDERSSON et al., 2011; OCEPEK; ANDERSEN, 2017).
A comunicacdo materna fortalece o reconhecimento e a atencdo da prole (MAYNARD-
SMITH; HARPER, 2003), e € crucial para manter os leitdes proximos e protegé-los do perigo
(POKORNA et al., 2008; MELISOVA et al., 2011). Segundo Ocepek et al. (2017), as fémeas
suinas hiperprolificas apresentaram uma maior comunicacdo com seus leitdes, porém essa

comunicacdo diminuiu com o aumento da ordem de paridade.
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As fémeas suinas que interagem mais com seus leitdes, durante os primeiros dois dias
apds o parto, apresentam menor mortalidade de leitdes, independentemente da causa, seja por
inanicdo ou esmagamento. Isso resulta em maior sobrevivéncia dos leitdes ao desmame. A
sobrevivéncia ocorre devido a maior consciéncia da fémea pela presenca do leitdo e
consequentemente pode protegé-lo (OCEPEK; ANDERSEN, 2018). Portanto, os cuidados
maternos sao de importancia crucial para a sobrevivéncia do leitdo, com menor mortalidade de
leitdes, e maior quantidade e peso dos leitdes desmamados.

Em um estudo em camundongos, Legates (1972) demonstrou que os efeitos maternos
desempenharam papel importante no crescimento inicial. Porém, essa influéncia diminuiu ap6s
desmame, quando a influéncia dos genes transmitidos para o animal tem efeito direto na taxa
de crescimento. Em suinos, Robison (1972) concluiu que a interacdo da matriz com os leitdes,
e efeitos maternos exercem uma influéncia importante no crescimento pds-natal precoce.

Alguns estudos sugerem que a mudanga drastica nas condigdes fisicas e no ambiente
social pode resultar em diminuicao do sucesso dos cuidados maternos, possivelmente devido
ao estresse (RUSHEN; LADEWIG; PASSILLE, 1995). Portanto, o estresse provocado pela
alteracio do manejo da amamentacdo cruzada e massagem cruzada de Ileitdes
(BOHNENKAMP et al., 2013), assim como agressividade aos leitdes ndo descendentes
(OLSEN; DYBKJAER; VESTERGAARD, 1998), provocariam mudangas no comportamento
materno. Dessa forma, os diferentes comportamentos maternos em sistemas de amamentacao
coletiva podem ser afetados pelas transicdes em termos de ambiente fisico e social dentro desses
sistemas (VAN NIEUWAMERONGEN et al., 2014).

Outro fator que interfere nos cuidados maternos € o tipo de alojamento. Segundo
Dybkjaer et al. (2001), a frequéncia de cuidados bem-sucedida € afetada pelo alojamento, sendo
que matrizes que pariram em um sistema de gaiolas amamentaram com maior frequéncia em
comparacdo as fémeas em amamentagdes coletivas. Outro fator importante é quantidade de
leitdes, sendo que a medida que o tamanho da leitegada aumenta, a capacidade materna da
fémea tera que ser maior (PUTZ, 2015). Em um estudo em ratos, quanto maior a quantidade de
individuos, menor probabilidade a prole teria de sobreviver devido a menor intensidade do
cuidado materno individual (KUMARESAN; ANDERSON; TURNER, 1966). Portanto, a
hiperprolificidade da fémea suina pode interferir nos cuidados maternos, e ocasionar piora no

crescimento dos leitdes em fases subsequentes da criagdo.

3.4 Comportamento de animais desmamados precocemente
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No desmame, independentemente da idade, ocorre diferentes alteracOes de
comportamento dos animais, como por exemplo aumento de vocalizacdes, inquietacdo,
comportamentos mais agressivos com os companheiros de baia, além de maior disputa da
leitegada. Segundo Orgeur et al. (2001), quanto mais precoce é o desmame, mais intenso € o
comportamento agressivo. Sendo assim, a separa¢do prematura da mae € vista como causa de
angustia em muitas espécies animais, muitas vezes evidenciada por vocalizacdo prolongada,
atividade inquieta e, em alguns casos, por efeitos comportamentais a longo prazo.

Em estudos realizados em ratos e camundongos desmamados precocemente, os filhotes
apresentam comportamentos emocionais semelhantes a ansiedade, depressdo, além de
demonstrarem maior tendéncia ao estresse (KANARI et al., 2005; SHIMOZURU et al., 2007,
MOGI et al., 2016). Outro estudo realizado em primatas, os individuos separados de forma
prematura de suas maes, tém sido usados como modelo para entendimento da depressdo em
humanos (HRDINA; HENRY, 1981).

Em contrapartida, em leitdes desmamados aos 12 dias de idade, os filhotes no teste do
campo aberto demonstraram uma inibi¢do comportamental (vocalizacdes reduzidas e menor
atividade), e essa diferenca de tratamento pode ser explicada por uma habituagdo mais rapida
ao teste em suinos desmamados aos 12 dias de idade (SUMNER et al., 2008). Testes para
mensurar a ansiedade sdo realizados em diferentes espécies, como o teste do campo aberto,
avaliando a atividade locomotora e exploratéria. Existem divergéncias na literatura sobre o
comportamento dos animais dos mamiferos, de forma geral, no desmame precoce. Dessa forma,
sdo necessarios mais estudos que possam explicar melhor sobre o tema.

Outra alteracdo de comportamento inerente a0 desmame precoce em ratos € sobre o
controle do comportamento alimentar, com retardo do inicio da saciedade e preferéncia por
alimentos palataveis (OLIVEIRA et al., 2011). Silveira et al. (2005) demonstraram que o
estresse provocado pela separagdo materna no periodo de lactacdo, aumenta a ingestdo dos
alimentos que apresentam maior palatabilidade. Consequentemente, a manipulacdo da idade de
desmame leva a mudangas a longo prazo na sequéncia comportamental de saciedade e na taxa
de consumo alimentar.

Diversos estudos experimentais em ratos demonstram que o desmame precoce aumenta
a agressividade e o comportamento de ansiedade na idade adulta (KANARI et al., 2005;
KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004; NAKAMURA et al., 2008). Essas alteracdes sido

provocadas por um aumento da atividade do eixo hipotaldmico hipofisario adrenal, com o
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aumento dos niveis de glicocorticoides circulantes, em resposta a agentes estressores (LADD
et al., 2000; PLOTSKY; MEANEY, 1993).

Em felinos, o desmame precoce provoca maior probabilidade de agressdo a estranhos e
maior probabilidade de comportamento estereotipado se comparado ao desmame tardio
(AHOLA; VAPALAHTI; LOHI, 2017). Em suinos, a idade de desmame também pode
aumentar o comportamento agressivo, estereotipado, que compromete a memorizacao de suinos
desmamados com menos de trés semanas de idade (SOUZA; ZANELLA, 2008).

Ainda sobre o desmame precoce e alteracio comportamental em suinos, um aspecto
importante € a vocalizacdo dos leitdes. A vocalizacdo produzida no desmame aumenta em
duracgdo e intensidade quando a idade de desmame diminui (ORGEUR et al., 2001). Portanto,
a intensidade e frequéncia de vocalizacdes tém sido frequentemente utilizadas como indicador
de estresse ao desmame. Em leitdes, além da separa¢do da mae e da mudanga de alimentagao,
os filhotes tém que se adaptar aos novos integrantes no grupo na ocasido das misturas de
leitegadas (WEARY; APPLEBY; FRASER, 1999).

Outro comportamento de leitdes desmamados precocemente € a friccdo da barriga dos
companheiros de baia. Massagear as tetas da matriz ¢ um comportamento natural de leitdes em
lactagdo, porém, € anormal direcionar esse mesmo comportamento a barriga dos companheiros
de leitegada (SPINKA, 2006). Isso ocorre por causa da necessidade de succdo do animal.
Assim, decido a auséncia da mae, esse ato acaba sendo redirecionado aos companheiros de baia.

Com relacdo ao comportamento dos animais lactentes sabe-se que a neurogénese do
hipocampo pode explicar algumas diferencas encontradas. A neurogénese do hipocampo ¢é
regulada por experiéncias, hormdnios e condi¢des ambientais, sendo que neurogénese
hipocampal € irreversivel de desregulacdes ocorridas no inicio da vida. Portanto, o estresse
provocado pela separacdo dos leitdes da mae pode provocar alteracdes cognitivas e de
memorizac¢do, sendo que o hipocampo € responsavel por essas respostas. Em estudo realizado
por Korosi et al., (2012), os autores afirmaram que eventos estressantes no inicio da vida sao
causadores de alteracOes permanentes no sistema neuroendocrino e cognitivo e afetam a
capacidade de aprendizado e de memorizacao. Portanto, o estresse precoce de leitdes atenuaria

a formacdo de memorias e diminuiria as respostas do hipocampo aos eventos ameacgadores.

3.5 Efeitos do desmame precoce e descuido materno sobre perfis epigenéticos e de

expressao génica
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Mecanismos epigenéticos produzem alteracdes fenotipicas herdaveis sem alterar a
sequéncia do DNA, e permitem a adaptacdo dos organismos em diferentes condig¢des
ambientais. Esta adaptagado € possivel devido a mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do
DNA, modificacdo de histonas e micro RNA (miRNA), que controlam a expressdao génica
(BERNAL; JIRTLE., 2010). Desta forma, a epigenética avalia o padrdao da expressdo génica,
conferido por uma série de mecanismos anteriormente citados, promovendo a remodelacdo da
cromatina.

O epigenoma que engloba os processos epigenéticos € dinamico durante toda a vida e
estd associado a interacdo entre atividades genéticas e o ambiente (BERNSTEIN; MEISSNER;
LANDER, 2007; MONK et al., 2019). Na epigenética, existe um campo de estudo que analisa
o comportamento animal, que € dependente da experi€ncia social, dieta, nutri¢do, exposicao a
toxinas etc.

Diferentes experi€ncias que ocorrem durante o periodo de desenvolvimento em
mamiferos, como na vida perinatal, podem influenciar negativamente o comportamento e as
funcdes fisiologicas, incluindo o crescimento, o metabolismo, a reproducdo e as respostas
imunes. Assim, ambientes estressantes no inicio da vida podem induzir consequéncias
permanentes em animais (KENDLER et al., 2002; MORGAN et al., 2007). Diversas formas de
cuidados maternos, e at€é mesmo a auséncia deste, tem sido relacionados com alteracdes na
expressdo génica por meio de mecanismos epigenéticos. Exemplos de eventos como a
negligéncia (IVY et al., 2008) e abuso materno (RAINEKI; MORICEAU; SULLIVAN, 2010),
separacdes repetidas (PLOTSKY; MEANEY, 1993) e privacdo de cuidados maternos
(ELLENBROEK; KROONENBERG; COOLS, 1998), resultam em alteracdes imediatas e/ou
de longo prazo do eixo hipotadlamo-pituitéria-adrenal (HPA).

A maioria dos estudos sobre os ambientes adversos durante a vida neonatal, que
desempenham um papel critico na regulacdo neurobiolégica do comportamento foram
realizados em modelos experimentais com roedores e primatas. Estes trabalhos comprovaram
que ocorre uma cascata de eventos centrais e periféricos, resultando na liberagdo de
corticosteroides pelas glandulas adrenais. Um exemplo € a ligacdo dos glicocorticoides aos
receptores no hipocampo, que provoca uma inibicdo do fator de liberacido de corticotrofina
(CRF) pelo hipotalamo (KAPPELER; MEANEY, 2010). De uma forma geral, a capacidade de
resposta do eixo HPA pode ser deteriorada pela interrup¢do das interagdes habituais entre a mae

e o filhote, o que pode induzir alteragdes persistentes na neurobiologia, fisiologia e
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comportamento emocional em animais adultos (ELLENBROEK; KROONENBERG; COOLS,
1998; LYONS et al., 1998; PRYCE et al., 2005; ENTHOVEN et al., 2008; NISHI et al., 2013).

As alteragdes comportamentais e neuroenddcrinas podem persistir ao longo da vida. As
alteracdes epigenéticas associadas também sdo encontradas no sistema nervoso central,
indicando que a presenca materna durante o periodo neonatal tem efeitos significativos sobre o
desenvolvimento de redes neurais (WEAVER et al., 2004). Diferentes tecidos sdo analisados
nas alteracdes epigenéticas em animais para avaliar o comportamento, como hipocampo,
hipotdlamo e amigdala (VICENTIC et al., 2006).

O hipocampo esté relacionado a processos cognitivos como aprendizado e memdria,
mas também estd envolvido com a resposta ao estresse, com efeitos inibitérios no eixo HPA.
Ademais, a comunicacdo amigdala-hipocampo seria importante para a recordacdes e a
expressdo de memorias relacionadas ao medo (SEINDENBECHER et al., 2003). Segundo
Tenorio-Lopes et al. (2017) e Fabianova et al. (2018), evidéncias mostraram que a auséncia
materna estimula varias regides do cérebro de formas diferentes, dependendo do tempo e
duracgao dessa separacdo entre mae e o filhote.

Em estudos realizados em ratos, Liu et al. (1997) e Francis et al. (1999) encontraram
que os adultos, filhos de maes que exibem niveis satisfatdrios de cuidado durante a primeira
semana de vida, apresentaram maior expressdo do receptor de glicocorticoide (GR) do
hipocampo, aumentando a sensibilidade de glicocorticoides no feedback negativo, e diminuindo
a expressao de CRF e mais respostas de estresse no eixo HPA. Portanto, a diminuicdo de
cuidados parentais aumenta a magnitude das respostas emocionais, autondomicas e do eixo HPA
ao estresse na idade adulta.

Alteragdes do cuidado materno produzem alteracdes estaveis de metilacdo do DNA e na
estrutura da cromatina, fornecendo um mecanismo para os efeitos de longo prazo de cuidado
materno na expressdo génica na prole (MEANEY, 2001). O envolvimento da metilagdo do
DNA com consequente silenciamento de genes € conhecido uma vez que a metilacdo da regiao
promotora do gene leva a um impedimento de ligagdo do promotor ao sitio, impedindo assim a
transcricao génica.

O gene NR3CI é responsavel por codificar os receptores de glicocorticoides (GR).
Segundo Weaver et al. (2004), o baixo cuidado materno em ratos resultou em um aumento da
metilacdo no local de ligacdo da proteina induzida pelo fator de crescimento do nervo I (NGFI-
A), localizado no gene do GR do hipocampo (NR3C1), levando a diminui¢do da expressao de
NR3CI. Portanto, a diminui¢do do nimero de GR resulta em uma menor eficiéncia do feedback

negativo do hipocampo mediado por glicocorticoides no eixo HPA.
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Em outro estudo, Toki et al. (2007) evidenciaram que os ratos adultos com cuidados
maternos ao longo da primeira semana de vida demonstraram um aumento da expressdao de GR
no hipocampo, e respostas do eixo HPA mais controladas ao estresse. E relatado por esses
autores que o cuidado materno altera a expressdao do GR do hipocampo na prole adulta através
de mecanismos epigenéticos. Adicionalmente, outros pesquisadores relataram que o manuseio
poOs-natal aumenta a expressdo do fator de transcricdio NGFI-A e GR no hipocampo em
mamiferos (MEANEY et al., 2000; LAPLANTE; DIORIO; MEANEY, 2002).

Ainda sobre as alteracdes moleculares, o aumento da frequéncia de cuidados maternos
em ratos filhotes, aumenta a transcricdo do gene de GR na prole, através de um aumento
dependente do hormdnio tireoidiano e atividade de receptores de serotonina (5-HT), com
ativacdo da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ((CAMP) e proteina quinase A dependente de
cAMP (PKA) (MITCHELL; INY; MEANEY, 1990; WEAVER et al., 2007). A serotonina é
um importante regulador da emocdo e processos do controle comportamental e induz a
desmetilagdo do promotor do exon 1(7) e aumenta a expressao de GR em neurdnios do
hipocampo, e ambos os efeitos sao bloqueados por um antisense de NGFI-A in vitro, um RNA
de fita simples que € complementar a um RNA mensageiro codificador de proteina com o qual
hibridiza e, assim, impede sua traducdo em proteinas (WEAVER et al., 2007). Portanto, o
antisense de NGFI-A bloqueia o efeito da serotonina. Resumidamente, a redu¢ao da serotonina
regulada por diversas vias pelos niveis de glicocorticoides, como via de expressdao do NGFI-A
e GR, é demonstrada em animais que tiveram privacao materna.

Acredita-se entdo, que a expressdo da proteina NGFI-A € alterada nos animais que
recebem maior quantidade de cuidados maternos, e envolve mecanismos de liberacdo de
serotonina. Este neurotransmissor induz um aumento de NGFI-A e consequentemente na
transcricao de GR em neurdnios do hipocampo de ratos (HELLSTROM et al., 2012), sendo que
a expressdo do gene codificador dos receptores serotoninérgicos (HTR1A) € menor em macacos
sensiveis ao estresse (BETHEA et al., 2005). Portanto, o comportamento materno tem
capacidade de alterar e regular respostas do estresse da prole.

A expressao de alguns genes especificos € responsavel pela regulacao do estresse, como
o gene NR3ClI, citado anteriormente. Este gene é responsavel por codificar os GR, e o gene
codificador de receptores de mineralocorticoides (NR3C2), expresso predominantemente em
areas limbicas (hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal). Este ultimo € co-expresso com GR
e estd relacionado com a neurogénese e diferenciagdo dos neurénios no hipocampo (HARRIS

et al., 2013). Os genes NR3C1 e NR3C2 apresentam estruturas semelhantes e agdes coordenadas
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de GR e receptores de mineralocorticoides (MR) no hipocampo, que influenciam nos
comportamentos emocionais € cognitivos.

O gene FKBPS5 (Prolil Isomerase 5-gene codificador da proteina FKBP51) também ¢é
um importante regulador da resposta ao estresse, e realiza a ligacdo de GR a glicocorticoides.
A intensidade da atividade de glicocorticoides na transcrigdo dessa proteina é moderada por
mecanismos genéticos e epigenéticos (MATOSIN; HALLDORSDOTTIR; BINDER, 2018).
Portanto, o gene FKBPS5 esta envolvido com a sensibilidade dos GR ao cortisol. O gene do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) participa da plasticidade cerebral envolvendo
mecanismos como aprendizado e memoria. Os glicocorticoides podem atenuar a expressao de
BDNF, reduzindo a neurogénese e plasticidade do sistema nervoso (HASHIMOTO, 2007). De
uma forma geral, a separagdo e descuido materno podem promover alteragdes na expressao de

diferentes genes, como os supracitados.

3.6 Bem-estar animal

As estratégias de manejo utilizadas para a criagdo de leitdes supranumerarios, como
desmame precoce e utilizacdo de sucedaneo de leite, foram associadas a redu¢do do bem-estar
de leitdes e fémeas suinas. Segundo Weary, Appleby e Fraser (1999), o desmame precoce dos
animais, mesmo com indices satisfatorios de crescimento, pode ocasionar maior risco a saide
dos leitdes gerado pelo prejuizo ao bem-estar consequente a separacdo precoce da mae e ao
estresse pos-desmame. As alteracdes comportamentais dos leitdes apds o desmame podem ser
interpretadas como indicativos de sofrimento ou prejuizo ao bem-estar.

O desmame precoce realizado aos sete dias de idade pode reduzir o desempenho
produtivo e resultar no desenvolvimento de alteragdes anormais de padroes de comportamento,
denominados estereotipias (CARROLL; VEUM; MATTERI, 1998). Dessa forma, esses
comportamentos anormais sao importantes na suinocultura por indicar problemas relacionados
ao bem-estar animal.

O manejo do desmame precoce esta associado a problemas de bem-estar animal, pois
sdo observados comportamentos como o aumento da vocalizacdo, das brigas e de caminhadas
pela baia (NAKAMURA et al., 2008). Além disso, ocorre o aumento da incidéncia de doengas,

comprometimento do crescimento e aumento da mortalidade. A gravidade da reducdo do bem-
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estar animal € associada com a idade ao desmame, sendo que animais desmamados muito cedo,
sofrem mais (MAPA, 2018).

A producdo supranumeraria de leitdes € realidade nas granjas de suinos. Ainda que o
desmame precoce seja realizado por diversas granjas comerciais € necessiria uma visao critica
sobre este manejo. De acordo com a Instru¢do Normativa nimero 113 (IN 113), a granja devera
dispor de orientag@o técnica para minimizar o estresse de leitdes e matrizes no periodo do
desmame, realizar novos projetos ou ampliar a granja para o desmame de leitdes com 24 dias.
As granjas comrealizacdo diferentes de 24 dias, necessitardo de adequacao para que o desmame
ocorra com 24 dias de idade ou mais. O prazo para adequacdo € até 1° de janeiro de 2045. S6
serd permitido o desmame precoce em casos de erradicacdo de doencas, conforme
recomendacao do médico veterinario responsavel (BRASIL, 2020).

O sistema intensivo de produ¢do de suinos no Brasil devera se preocupar com o bem-
estar animal, ndo por causa de uma concep¢ao amadurecida da sociedade, mas para atender os
requisitos do mercado importador de carne suina do pais. Contudo, é importante analisar os
efeitos do desmame precoce, e conhecer possiveis as alteracdes advindas desse manejo, como

as questdes comportamentais, fisioldgicas, enddcrinas e produtivas envolvidas.
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CAPITULO II - DESCRICAO DAS TECNICAS E ANALISES DESENVOLVIDAS NO
EXPERIMENTO SOBRE O DESMAME PRECOCE
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1 INTRODUCAO

O desmame precoce realizado em muitas granjas comerciais é consequéncia da
superproducdo de leitdes pelas fémeas hiperprolificas. Apesar da realidade do nascimento de
leitdes supranumerarios, os efeitos do desmame precoce precisam ser analisados de forma
criteriosa. As alteracOes fisicas, como o novo ambiente e contato com novos individuos,
mudangas fisiol6gicas, como alteracdao da dieta, ou modificacdes psicoldgicas decorrentes do
desmame precoce, resultam em piora do crescimento durante os primeiros dias apos o
desmame. Consequentemente, a pratica do desmame precoce acarreta diversas alteragdes
comportamentais, fisiolégicas e neuroenddcrinas no leitao.

Do ponto de vista produtivo e zootécnico, o desmame precoce € praticado por varias
granjas uma vez que hd uma preocupacdo com a fémea lactante, e os possiveis prejuizos
produtivos e reprodutivos. A vantagem do desmame precoce € que ele promove rapido retorno
ao cio da matriz, maior producdo de leitdes por fémeas ao ano, além de menor contato dos
leitdes com microrganismos infecciosos que colonizam as matrizes. Por outro lado, quando se
trata do comportamento do leitdo, o desmame precoce pode aumentar a agressividade,
ansiedade, depressdo, vocalizagdes, medo e distirbios neuronais que podem comprometer o
desempenho.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia, processo de niimero 072/19 (em anexo 1). O delineamento
do experimento foi em seis blocos casualizados com 24 repeti¢des de cada tratamento. Os
tratamentos foram desmame precoce aos dez dias (tratamento), € o desmame convencional
utilizado na granja, aos 21 dias (controle). A cada bloco, foram utilizados 12 leitdes de quatro
fémeas suinas, totalizando 48 animais. Portanto, em seis blocos, foram utilizados 288 animais
no total. Para realizar a andlise do comportamento animal e distirbios neuroenddcrinos,

diferentes testes e técnicas moleculares, que serdo apresentados a seguir, foram realizados

2 ANALISE DE LESOES CUTANEAS NOS ANIMAIS
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A quantidade de lesdes corporais na pele do animal € indicativa de comportamento
agressivo (GUY et al., 2009). As lesoes fisicas na pele ocorrem apds o agrupamento para
estabelecer a nova hierarquia, resultando em lesdes e estresse entre suinos de diferentes origens.
O momento apds o agrupamento € critico nas primeiras 24 horas devido as brigas por disputa
de hierarquia (DONG; PLUSKE, 2007). Apds esse periodo, ocorre o estabelecimento da nova
hierarquia, e 0s animais cessam as brigas.

Os animais desmamados precocemente podem aumentar 0 comportamento agressivo,
que compromete a memoriza¢do de suinos desmamados com menos de trés semanas de idade
(SOUZA; ZANELLA, 2008). Yuan et al. (2004) verificaram que leitdes desmamados entre 9 e
12 dias de idade brigaram mais vezes se comparados com leitdes desmamados entre 21 e 23
dias de idade, quando foram reagrupados as 9 semanas de idade. Sendo assim, animais
desmamados podem continuar rivalizando por um periodo maior, devido a0 comprometimento
da memorizacdo ao estabelecimento da nova hierarquia.

No presente estudo, foram realizadas mensuracdes das lesdes cutaneas no dia do
desmame (aos dez dias de idade), 24, 48 horas, e quatro dias ap6s o desmame. A hip6tese é que
animais desmamados precocemente, com a auséncia da mae, continuam a brigar mesmo apds
estabelecer uma hierarquia. Isso ocorre por causa do aumento do estresse e cortisol dos animais
que provoca uma desregulacao no hipocampo, que € responsavel pela memorizacao.

Um total de seis fotografias de cada animal foram realizadas, com a vista lateral direita
do corpo, parte externa e interna da orelha e face direita, parte externa e interna da orelha e face
esquerda, e lateral esquerda do corpo do animal. Em seguida, as lesdes foram contadas. Apds o
primeiro dia de contagem, apenas as novas lesdes eram contabilizadas, identificadas de acordo
com a vermelhiddo e aspecto de lesdo recente. O procedimento das fotografias foi realizado em
todos os animais do experimento, ou seja, 288 animais, 144 do controle, e 144 do grupo de
leitdes desmamados precocemente. As fotografias foram tomadas a partir de uma camera com

12 megapixels e lente de grande abertura /1.7 com 1/2.5 de tamanho.

3 TESTE DO CAMPO ABERTO

7z 7z

O teste do campo aberto € utilizado em psicologia animal. Ele é realizado pela

introducdo de um animal em uma area plana e iluminada (WILSON et al., 1976), sendo
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observado por periodos que variam de exposicdo aguda por alguns minutos, a exposi¢oes
repetidas de vérias horas. O teste do campo avalia a reagdo emocional e motivagdo exploratoria,
através da locomocdo (CRAWLEY; GOODWIN, 1980). Os estudos na literatura, em sua
maioria, abordam esse teste em ratos e camundongos (PRUT; BELZUNG, 2003; STEIMER;
DRISCOLL, 2003).

No presente trabalho, o teste do campo aberto foi realizado em 20 animais (dez de cada
tratamento), escolhidos aleatoriamente, nos 6 blocos do experimento, utilizando a metodologia
de Puppe et al., 2007. Ao final, foram avaliados 120 animais. Gravagdes de cinco minutos de
cada animal foram realizadas com uma cimera com 12 megapixels e lente de grande abertura
/1.7 com 1/2.5 de tamanho. As éreas utilizadas para o teste foram baias da creche da prépria
granja, com dimensao de 6 m?, e piso de plastico, 40 cm x 50 cm. Foram cobertos cochos da
granja presentes na baia de teste para ndo desviar aten¢do dos animais.

Ap0s realizada as gravacdes, a permanéncia do animal no centro e nalateral da baia,
foram mensurados em segundos, além da quantidade de vocaliza¢do dos animais (ALMEIDA,
2016). O aumento da vocalizagdo com alta tonalidade semelhantes a gritos sdo mais usadas em

estado de excitacdo e estresse (SCHRADER; TODT, 1998).

4 TESTE DO OBJETO NOVO

As interacdes dos animais com o ambiente ocorrem de acordo com experiéncias do
presente ou passado, e podem ser interpretadas de acordo com o estado emocional
(WIEPKEMA; KOOLHAAS, 1992). Portanto, a forma do animal interagir com o ambiente, e
lidar com a situacdo pode ser uma fonte de emocdes positivas, aumentando o bem-estar dos
animais (DANTZER, 2002). Porém, a inclusdo de novos objetos pode gerar medo. O medo é
uma resposta a percepc¢do da aproximacao do perigo com instinto imediato de luta ou fuga
(BOISSY, 2007).

Os testes comportamentais, como o teste de reacdo a objeto novo sdo utilizados para
avaliar o medo e ansiedade de animais. Para realizar este teste, é necessaria a utilizacdo de
animais saudaveis e aptos para detectar a variacdo do comportamento (BOISSY et al., 2007).
O objeto pode ser colocado na area do teste antes ou apds a entrada do animal. Durante a sua

permanéncia, a frequéncia, duracdo e o tempo para a primeira aproximacdo ao objeto sdo
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mensurados. Os testes comportamentais devem ser realizados de forma combinada a outras
avaliacdes para evitar conclusdes equivocadas (FORKAMAN et al., 2007).

No presente estudo, apos as gravacdes de cinco minutos do teste do campo aberto, foi
realizado o teste do objeto novo, com a inclusido no centro da baia de um cone de sinalizacdo
conico, de cor alaranjada e de com 50 cm de tamanho. As gravacdes desse teste foram realizadas
apds os cinco minutos do teste do campo aberto. Assim como no teste do campo aberto, o teste
do objeto novo foi realizado em 20 animais (dez de cada tratamento), escolhidos aleatoriamente,
nos 6 blocos do experimento, totalizando 120 animais analisados (60 animais que foram
desmamados aos dez dias, e 60 animais desmamados aos 21 dias). Foi mensurada a quantidade
de vocalizacdes do animal, a laténcia para interagdo com o cone, tempo de interagdo e

exploracdo do objeto, e o tempo que o animal ficou préximo do objeto, medidos em segundos.

5 TEMPO DE EMBARQUE

O embarque dos animais para transporte até o frigorifico € considerado o momento
critico e estressante na producao de suinos. O medo e a reatividade ao estresse sdo maiores em
suinos manuseados de forma irregular (HEMSWORTH; BARNETT; HANSEN, 1987). Foi
demonstrado que suinos que foram manejados anteriormente, antes do embarque e do
transporte, sdo mais ficeis de manusear que os animais inexperientes (ABBOTT et al., 1997).
Portanto, € provavel que interacdes entre pessoas e suinos induzem o medo, e poderao ter um
impacto negativo nas respostas relacionadas ao bem-estar animal.

O tempo de embarque pode ser utilizado para anilise comportamental e a hipotese é
que, animais com medo ou estressados que foram desmamados precocemente, apresentariam
um tempo diferente de passagem desde a granja até a chegada ao caminho, se comparados com
animais desmamados aos 21 dias de idade. No estudo, o tempo de embarque de suinos dos
diferentes tratamentos foi analisado. Como a passagem individual de cada animal no corredor
era inviavel na pratica, os animais foram divididos grupos de 5 ou 6 animais, do mesmo
tratamento. A contagem do tempo, em segundos, foi realizada desde o corredor de acesso da
granja até o caminhdo de transporte. A passagem dos animais pelos corredores da granja foi
realizada de forma calma e tranquila, sem agressividade, gritos e reacOes bruscas direcionadas

a0s suinos.
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6 ANALISES EPIGENETICAS

Existem quatro classes de modificagdes epigenéticas descritas, sendo elas a
remodeladores da cromatina, metilacdo de DNA, modifica¢des pds-traducionais de histonas, e
por fim, os RNA ndo codificadores - ncRNAs (FINGERMAN et al., 2013). A metilagao do
DNA envolve adicdo de um grupo metil em citosinas de sitios CpG, promovida pelas enzimas
metiltransferases (DNMTs). Essa modificagdo do DNA € herdavel e ndo modifica a sequéncia
original do DNA, sendo que é a principal forma de silenciamento génico epigenético em
mamiferos (DEATON; BIRD, 2011). A hipdtese do estudo é que, diante de um estresse
provocado pelo desmame precoce em suinos, ocorra uma hipermetilagdo da regido de ligagao
do fator de crescimento do nervo I induzido pela proteina A (NGFI-A) no promotor do exon
1(7) do gene NR3Cl.

Para identificar a metilacio do DNA, sao realizadas técnicas moleculares como o uso
de endonucleases de restri¢do sensiveis a metilacdo, andlise de metilagao global, andlise de
metilacdo gene-especifica etc. A maioria das técnicas utilizada o tratamento com bissulfito de
sodio, que converte citosinas ndo metiladas de dinucleotideos CpG em uracila, enquanto as
citosinas metiladas permanecem inalteradas (LAIRD, 2003). Apds o tratamento com bissulfito,
a avaliagdo do DNA pode ser realizada pelo sequenciamento do tipo Sanger, Reagdao em Cadeia
da Polimerase (PCR) especifica de metilagao, avaliagdo da curva de dissociacdo em PCR em
tempo real, analise de conformac¢do em fita simples sensivel a metilagdo, extensdo por primer
de nucleotideo tnico, entre outras técnicas (NICIURA ; PERECIN, 2014).

No presente trabalho, as avaliacdes epigenéticas foram realizadas na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), localizada na cidade de Brasilia-DF. A avaliacao
consiste nas seguintes etapas: extracdo do DNA, tratamento do DNA com bissulfito de sodio,
amplificacdo do DNA por PCR, purifica¢do do produto da PCR, ligacdo do DNA (Amplicons)
e vetor (Plasmideo), transforma¢do em bactérias, cultivo das bactérias em tubo, extracdo do
DNA plasmidial, digestdo enzimatica, e em seguida, eletroforese de gel de agarose, e por fim,
sequenciamento do tipo Sanger. Apds a realizacdo de todas as etapas, foram analisadas as

sequéncias de DNA. O detalhamento da técnica esta descrito a seguir.
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6.1 Extracao de DNA pelo método de “salting-out”

O protocolo de extracdo de DNA foi baseado no artigo de Biase et al. (2002), com
algumas adaptagdes. Na primeira etapa, as amostras de parte do sistema nervoso central,
(hipocampo), que inicialmente estavam armazenadas em freezer a - 80 °C, foram descongeladas
e pesadas. Em seguida, as amostras foram moidas com a presenga de nitrogénio liquido em
cadinho de laboratério, e adicionadas em 600 pl de uma solucdo de lise nuclear no microtubos
(50 mM Tris-HCL, pH 7,8; EDTA 25 mM e NaCl 400 mM, 1% de Dodecil sulfato de sédio -
SDS). No momento de utilizar a solug@o de lise, foram adicionadas 16,5 pl proteinase K (10
pug/ul) e 33 ul de RNAse (50 ug/uL). Apds a adicao da soluc@o de lise nuclear, todo o material
alocado em microtubos foi incubado em banho-maria a 55° C overnight.

A segunda etapa de extracdo do DNA se inicia com a adicao de 200 ul de solugdo de
precipitacdo de proteina (NaCl 6M). O material foi incubado no gelo por 5 minutos, € em
seguida foi centrifugado a 4 °C por dez minutos na velocidade maxima. Apds a centrifugagio,
retirou-se o sobrenadante, e neste foi adicionado 600 ul de isopropanol gelado, e armazenado
no freezer durante uma hora. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos
a 4 °C em velocidade maxima, sendo o sobrenadante descartado. O pellet formado na
centrifugacdo foi lavado duas vezes com 1200 pl de etanol 70%. Nessa lavagem, foi realizada
a centrifugagdo por dez minutos a 4 °C em velocidade mixima. Em seguida, o pellet foi secado
em temperatura ambiente.

Na ultima etapa, o DNA extraido foi reidratado em solugao de suspensao (solu¢ao TE -
Tris HCI 25 mM, pH 8.0; EDTA 20 mM), e a quantidade de solucdo utilizada foi dependente
do tamanho do DNA. No presente estudo foi utilizado 50 pl de TE. O material foi colocado em
banho-maria a 50 °C a 20 minutos para completa ressuspensdo do DNA. Para confirmar a
qualidade e quantidade de DNA extraido, foi realizada a quantificacdo do material com a
utilizacdo de espectrofotometro (NanoDrop®), e eletroforese de gel de agarose corado com
brometo de etidio sob luz ultravioleta para avaliar a degradacao do DNA. Ao final, o material

foi armazenado no congelador a -20 °C.

6.2 Tratamento do DNA com bissulfito de sodio
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O tratamento de DNA com bissulfito de s6dio converte as citosinas ndo metiladas em
uracilas, ou timinas apds a PCR, enquanto as citosinas metiladas permanecem como citosinas.
A anélise da metilacdo do DNA inclui quatro estigios principais, sendo eles, a desnaturagdo,
conversao de bissulfito, amplificagdo e andlise por PCR (CLARK et al, 2006). As reacdes
quimicas que ocorrem na desaminagao da citosina pelo bissulfito s@o: 1) sulfonacdo, com adi¢ao
de bissulfito a dupla ligagao 5-6 da citosina; 2) desaminacao hidrolitica para produzir a uracila
sulfonada, resultando em um derivado uracila-bissulfito; 3) dessulfonacgédo alcalina: remocdo do
sulfonato por um tratamento alcalino, para converter em uracila (PATTERSON et al., 2011).

Para realizar o tratamento do DNA com bissulfito de s6dio no presente trabalho, o kit
EZ DNA Methylation-Lightning® (Zymo Research, Orange, CA, USA) foi utilizado. O DNA
extraido e quantificado foi diluido para atingir a concentracao recomendada pelo kit de 500 ng
de DNA. Todas as etapas executadas foram seguidas de acordo com as instru¢des de utilizacao
do kit comercial mencionado acima. Segundo Fraga e Esteller (2002), sdo necessarios cuidados
em todas as etapas em relacio a temperatura e tempos de incubacao para garantir a integridade
do DNA. Ademais, o bissulfito é facilmente oxidado pelo ar. Nesse processo, os radicais livres
formados podem causar rupturas na cadeia de DNA (HAYATSU, 2008).

Ap6s todo o protocolo de tratamento com bissulfito de sddio utilizando o kit comercial,
as amostras foram armazenadas em microtubos na temperatura de -80 °C. Para avaliar o DNA
tratado com bissulfito de sdédio, foi realizado o sequenciamento do tipo Sanger ou

sequenciamento de bissulfito.

6.3 Analise da metilacado do DNA

A avaliacdo da metilacdo com sequenciamento possibilita a identificacdo do status de
metilacdo de cada sitio CpG individualmente. Para que a analise fosse alcancada, foi utilizado
primers, que amplificam a regido promotora do gene NR3C1, com base no artigo de Weaver et
al. (2004). O estudo citado foi realizado em ratos, portanto, foi feita uma comparacdo entre a
sequéncia de DNA do gene NR3C1 de ratos e suinos no site Blast nucleotide, e foi apresentada
uma semelhanga de 76,42%.

Em seguida, no site UCSC Genome Browser e Primer Seeker Zymo, foram desenhadas

duas sequéncias de primers (nested PCR, outer e inner para amostras com pouco material
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genético), que foram utilizadas para flanquear e amplificar as 48 ilhas de citosina-fosfato-
Guanina (CpG) no outer, e 39 ilhas CpG no inner (amplicon de 301 pb), em sequéncias
repetitivas de DNA no experimento. Nested PCR € uma extensao da técnica de PCR, que utiliza
dois conjuntos de primers (outer € inner), para aumentar a sensibilidade e/ou especificidade da
PCR (GREEN; SAMBROOK, 2019).

Adicionalmente, foi utilizado dois tipos de primers, forward e reverse, que hibridizam
com as fitas opostas do DNA, flanqueando o segmento a ser amplificado, de modo a permitir a
atuacdo da DNA polimerase para sintese da cadeia complementar. No experimento, o primer
para PCR inner do gene NR3C1 apresenta 301 pares de bases, e quantidade de 39 ilhas de CpG.
A hipoétese apresentada é que a regido promotora de ligacio do NGFI-A ao promotor do gene
NR3CI esteja hipermetilada nos animais desmamados aos 10 dias de idade. As informagdes
sobre a quantidade de ilhas CpG, e a sequéncia gendmica do gene NR3CI em suinos, que esta
na regido promotora, estdo apresentados nos anexos 2 e 3, respectivamente.

Ap6s a realizacdo do desenho dos primers, foi realizada a diluicao dos primers (outer e
inner) e preparacdo da solugdo estoque (100 pmol/uL de forward e reverse) e solugdo de
trabalho (10 pmol/ uLL de forward e reverse). Os componentes utilizados para realizacdo do
PCR no laboratério da Embrapa foram: DNA extraido e quantificado, solu¢do tampao Tagq,
cloreto de magnésio (MgCly), nucleotideos (desoxirribonucleotideos fosfatados — DNTPs),
primers (forward e reverse) e Taq DNA polimerase.

As etapas de PCR sao desnaturagdo, hibridiza¢ao ou anelamento, e por fim, extensao. A
técnica detalhada consiste basicamente em trés etapas: a dupla fita de DNA é desnaturada pelo
calor, com a temperatura de 94 a 97°C. Em seguida, cada primer (forward e reverse) anela a
uma das fitas simples do DNA e por fim, ocorre o processo de extensdo e polimeriza¢do da fita,
a partir da adi¢c@o de nucleotideos e a¢do da Taq DNA polimerase (ERLICH, 1995).

O protocolo seguido para a reacdo de PCR outer realizado na Embrapa foi a preparacio
de um volume total de 20 pL., compreendendo 1x tampao Taq, 1,5 mM MgCl, 0,4 mM dNTPs,
1 U Platinum™ Taq polimerase (Invitrogen, CA, EUA), 10 pmol de primer (forward + reverse)
e 3 uL de DNA tratado com bissulfito. Para completar o volume final de 20 puL, foi preenchido
com agua RNase-free. A diferenca do protocolo de PCR outer e inner, foi que neste ultimo foi
utilizado apenas 1 uLL de DNA tratado com bissulfito.

No termociclador, foram realizadas diversas tentativas de variacdes de temperaturas e
ciclos na etapa de desnaturacdo. Sendo assim, as duas etapas do PCR (outer e inner) foram
realizadas nas seguintes temperaturas e ciclos: outer a 51,8 °C com 35 ciclos, e inner a 60 °C

com 29 ciclos, descritas a seguir. As etapas de amplificacdo para PCR outer foram: etapa de
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desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 51,8 °C por
1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com extensdo final a 72 °C por 15 min. As etapas no
termociclador para PCR inner foram: etapa de desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos, seguido de
29 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com extensao
final a 72 °C por 15 min.

Ap6s a PCR, foram formados fragmentos (amplicons) de DNA de interesse no presente
estudo. Os amplicons foram purificados a partir da eletroforese de gel de agarose. Esse
procedimento € realizado apds o PCR inner. A eletroforese é uma técnica laboratorial para
separar moléculas de acordo com a sua carga e sua massa, quando se aplica uma corrente
elétrica entre eletrodos, induzindo a separacdo. Quando se trata de 4cidos nucleicos, que
possuem carga negativa em pH neutro, irdo migrar em direcdo ao eletrodo positivo. Os
fragmentos de 4cido nucleicos menores deslocam-se mais que 0s maiores em uma separacao
eletroforética. Quanto maior a voltagem, mais rapida € a corrida em gel (CAMPBELL;
FARRELL, 2007).

A purificagcdo do DNA foi realizada utilizando o kit The Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (US Promega Corporation, Madison, WI, USA). Apds a purificagdo, os
amplicons foram clonados em vetor, seguindo as instru¢des do kit TOPO TA Cloning vector
(pCRII-TOPO® vector system, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A clonagem bacteriana foi
realizada em trés etapas: 1) ligacdo do DNA (amplicons) e vetor (plasmideo); 2) transformagao
bacteriana; 3) cultivo bacteriano em 15 tubos.

A ligacdo do amplicon com vetor foi realizada através do kit ja mencionado, TOPO TA
Cloning®. A transformacgdo bacteriana (vetor e amplicons com a bactéria competente em 2 a 3
placas - Escherichia coli DH5a.) foi realizada através de um protocolo de choque térmico, € o
produto foi espalhado em placas de petri contendo dgar com ampicilina 100 pg/mL, com a
utilizacdo de 40 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-fB-D-galactopiranosideo (X-Gal -
Sigma) e de 100 mM de isopropil-p-Dtiogalactopiranosideo (IPTG - Sigma), seguida por
iversao das placas e incubag@o em estufa a 37°C por 14 horas e posteriormente a 4°C por duas
horas.

Ap6ds a incubacdo das placas em estufa, as colonias brancas com inserto (f3-gal inativa,
positivas) foram selecionadas. Foi utilizado um palito de madeira estéril para a retirada da
coldnia branca da placa de cultivo e sua deposicao no tubo de 15 mL contendo 3 mL de meio
LuriaBertani (LB). Os tubos permaneceram sob agitacdo de 250 rota¢des por minuto (rpm) a

37°C por 16 horas em agitador automatico.
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Em seguida, o DNA plasmidial foi isolado utilizando o kit Pure Yield Plasmid Miniprep
System® (US Promega Corporation, Madison, WI, USA). Apés a realizagdo do protocolo de
Miniprep, as amostras mantidas no gelo, foram quantificadas no espectrofotdmetro. A dltima
etapa antes do sequenciamento, € a digestdo enzimética, com a utiliza¢do da enzima de restricao
(ECORI) para confirmag¢ao do inserto. Estas enzimas sao utilizadas pela bactéria Escherichia
coli para cortar o DNA viral que penetram em seu citoplasma. Apds as amostras ficarem
overnight a 37 °C, foi realizada a eletroforese, e em seguida, foram armazenadas a -20 °C até a
realizacdo do sequenciamento Sanger.

O sequenciamento do tipo Sanger € realizado através de cada 5-metil-citosina (S5mC)
que aparece citosina, e cada uracila, que originalmente era uma citosina ndo metilada, como
timina. O sequenciamento pode ser realizado direto com o produto de PCR, porém, devido a
perda da complementaridade entre as fitas de DNA e inespecificidade de leitura no
sequenciamento, é recomendada a clonagem do produto de PCR para analisar a molécula de
forma individual e especifica (NICIURA; PERECIN, 2014).

No experimento, foram realizadas analises da metilacdo do gene NR3CI em amostras
do hipocampo de animais desmamados aos dez dias (tratamento) e aos 21 dias (controle),
divididos em 4 categorias: macho controle, fémea controle, macho tratamento e fémea
tratamento). Foi realizada a comparagdo entre controle macho versus controle fémea,
tratamento macho versus tratamento fémea, controle macho versus tratamento macho, e
controle fémea versus tratamento fémea, através do site Quantification tool for Methylation
Analysis (QUMA). Os dados foram comparados entre os grupos experimentais usando o teste
de Mann-Whitney, e a comparag¢do de citosina entre os grupos foi realizada pelo teste de Fisher.
Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo dos grupos experimentais, € o

valor de p<0,05 denota uma diferenca estatistica significativa.

7 EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

A expressdo génica € o processo de formacgao de proteinas ou RNA mensageiro (RNAm)
através de uma sequéncia de DNA. O DNA ¢ transcrito para RNA que, por sua vez, pode ou
nao ser traduzido em proteina. Sendo assim, a expressdo génica € um fendtipo intermediario

entre a sequéncia génica e um distdrbio. Uma modificacdo epigenética, como a metilacdo de
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DNA, pode regular a expressdo génica sem alterar a sequéncia de nucleotideos do DNA.
Diversos estudos demonstraram que eventos epigenéticos estdo envolvidos no desenvolvimento
embriondrio, na regulacdo da expressdo génica e na estabilidade gendmica (MARGUERON;
REINBERG, 2010; XU et al., 2014). Para mensurar a expressao génica, realiza-se a técnica de
PCR em tempo real (Real Time Quantitative PCR — RT qPCR), que é medida pelo acimulo de
RNA mensageiro.

A gPCR mantém as caracteristicas de sensibilidade, além de incrementar a
especificidade e a precisdo na quantificacdo do produto amplificado a partir de uma amostra
bioldgica. Essa quantificacdo foi possivel pelo sistema de deteccio do DNA amplificado em
tempo real, que ndo requer tantas manipulacdes no preparo das reacdes de amplificacdo, as
quais sdo fontes potenciais de alteracdo dos resultados (HEID et al., 1996). A qPCR ou PCR
em tempo real monitora a fluorescéncia associada a sintese de um amplicon ao longo dos ciclos
da PCR, em oposi¢do ao ponto final na técnica convencional (HIGUCHI, 1992).

A técnica de qPCR € semelhante ao PCR convencional, com ciclos subsequentes nos
quais ocorrem a desnaturacdo do DNA em fitas simples por aquecimento, o anelamento de
primers a sequéncias complementares especificas nas fitas simples de DNA e, por fim, a
extensdo de novas fitas complementares, mediada por uma enzima DNA polimerase
termoestavel. Ao final do procedimento ocorre um aumento do niimero de amplicons ao longo
dos ciclos da reac@o. No entanto, na técnica de qPCR, o aumento € registrado em tempo real ao
longo da fase exponencial por meio da detec¢do do sinal de uma fluorescéncia repOrter
(MORGANTE; BLAWID, 2016).

No presente estudo, o delineamento foi em esquema fatorial com dois fatores (fator
1:g€nero-tratamento com 4 niveis; fator 2: gene com 5 niveis), totalizando 4 x 5 = 20
tratamentos. A varidvel resposta € um valor numérico referente a uma razao (ratio) da expressao
génica (EG), que por sua vez € uma variavel continua positiva. A base de comparagdo escolhida
foi o fator macho controle de cada gene e foram realizadas cinco repeti¢oes.

Inicialmente foi realizada a extragdo do RNA das amostras do hipocampo de suinos
através do kit PureLink™ RNA mini (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), e foram
seguidas todas as instrucdes. O tecido de aproximadamente 200 mg foi macerado com
nitrogénio liquido em um cadinho, e em seguida foi realizada a mistura do tecido macerado
com solucdo trizol (mistura de tiocianato de guanidina e fenol), que € um reagente para o
isolamento simultdneo de RNA. Para cada 50 a 100 mg de amostra, foram adicionados 1 mL
de trizol. Foi realizada a homogeneizacido com a pipeta de 1000 uL. Em seguida foi realizada a

incubagdo em gelo por cinco minutos, e ap0s, adicionado 0,2 mL de cloroférmio gelado. Em
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seguida, a amostra foi incubada em gelo por dois a trés minutos. Em seguida, foi realizada a
centrifugacao por 15 minutos a 12.000 g a 4 °C. Depois, 600 uL. do sobrenadante foi transferido
para um novo tubo.

Ap6s a lise do RNA com trizol, foi realizada a ligacdo do RNA a membrana. Todas as
etapas foram realizadas através do protocolo padrdo do kit. Foi adicionado 600 uL de etanol
70% gelado, e foi agitada em vortex. Em seguida, foi realizada a centrifugacdo 12.000 g por 15
segundos, e descartado o eluido. Foi realizada entdo a transferéncia de 600 pL, e foi realizada
novamente a centrifugacao, e descartado o eluido.

Ap6s a ligacao do RNA a membrana, foi realizada a lavagem do material extraido, com
adicdo de 350 puL de wash buffer I na coluna, e centrifugado 12000 g por 15 segundos. Foi
transferido o contelddo para um novo tubo, e adicionado 80 uL. do MIX DNase e incubado em
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 350 uL. de wash buffer I e
centrifugado a 12.000 g por 15 segundos. Apds, foi reinserido a coluna em novo tubo coletor,
e adicionado 500 pL de wash buffer II e centrifugado a 12.000 g por 15 segundos. Foi
descartado o eluido, e repetido a lavagem com wash buffer II. Foi centrifugado o contetiido a
12.000 g por 1 minuto com a tampa da coluna aberta, e inserido a coluna em tubo de 1,5 mL do
kit. Ap6s a extragdo, foi realizada a eluicdo com agua RNase-free e quantificacdo no
espectrofotometro (NanoDrop®). As amostras foram entdo armazenadas a - 80 °C.

Apés a extragdo, 5 ug de RNA foi tratado com 5U da enzima DNase I (5 ug de RNA,
1U/ ug de DNase I, 1 uL de buffer 10X, e uL de 4gua nuclease-free) e incubados a 37 °C por
30 minutos, seguido de 75 °C por dez minutos. Apds esse processo, foi realizada a purificacio
do RNA tratado com o kit RNeasy Plus Micro kit (Qiagen Samples e Assay Technologies®).
Para realizar a sintese de cDNA, foi utilizado o kit GoScript Reverse Transcriptase (US
Promega® Corporation, Madison, WI, USA), seguindo todo o protocolo descrito no kit.

Por fim, para a realizacdo do qPCR, foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (US
Promega® Corporation, Madison, WI, USA). O procedimento foi realizado na maquina de RT-
gPCR: 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para a reacdo, foram
utilizados GoTaq (12,5 puL por reacdo), agua nuclease-free (8,8 uL), e os primers (200nM/cada,
1,0 uL). A condi¢do do PCR foi: 95 °C por 5 min, seguido de 50 ciclos de desnaturacdo a 95
°C/15 s e anelamento e extensdo a 60 °C/1 min. Foram feitas cinco placas no total, e trés
repeticoes de cada grupo (macho controle, fémea controle, macho tratamento, fémea
tratamento) de cada gene.

Os genes estudados no experimento foram: 1) NR3CI, gene que codifica os receptores

de glicocorticoides (GR), essencial para a interacdo entre cortisol e mecanismos fisiologicos;
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2) NR3(C2, gene que codifica os receptores de mineralocorticoides (MR), relacionados com a
neurogénese e diferenciagdo dos neur6nios no hipocampo. A auséncia de MR ocasiona um
defeito na flexibilidade comportamental e falta de controle de respostas, e as acdes coordenadas
de GR e MR no hipocampo influenciam nos comportamentos emocionais e cognitivos; 3)
FKBP5, gene prolil isomerase 5-gene codificador da proteina FKBP51, envolvido com a
sensibilidade dos GR ao cortisol; 4) HTRIA, gene que codifica os receptores serotoninérgicos
SHT-1a, sendo que a serotonina induz aumento de NGFI-A na transcricio de GR em neurdnios
do hipocampo; 5) BDNF, gene que codifica o fator neurotr6fico derivado do cérebro,
importante na neurogénese, promovendo a formacdo e sobrevivéncia de novos neurdnios. Os
glicocorticoides podem atenuar a expressao de BDNF, reduzindo a neurogénese e plasticidade
do sistema nervoso.

Além dos genes estudados, foram utilizados dois genes endégenos, GAPDH e f-actina,
para controle da qPCR. O calculo da eficiéncia foi realizado pelo kit GoTaq qPCR Master Mix
(US Promega Corporation, Madison, WI, USA). A curva de efici€ncia dos primers foirealizada
com cinco pontos e fator de diluicao 1:4, realizado em triplicata, tendo como ponto inicial a
quantidade de 1 uL de cDNA (cDNA sintetizado com 5 ug de RNA nao purificado). A
eficiéncia dos primers foram entre 90% e 100%. Os niveis de mRNA foram normalizados
usando a média geométrica dos genes endogenos B-actina e GAPDH, e a quantificacdo relativa
foi calculada pelo método AACt, com corregao de eficiéncia segundo Pfaffl (2001).

As comparagdes de expressdo do gene entre os tratamentos foram realizadas por meio
da andlise de variincia e teste de Tukey (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis e Mann
Whitney (dados ndo-paramétricos). As andlises estatisticas sobre a expressdo génica foram
realizadas com o uso do programa RAPHPAD Prism versdo 7.00 (GraphPad Software, La Jolla,
California, USA, www.graphpad.com).
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Abstract

Early weaning is a management to solve problems resulting from the sows’ hyperprolificity.
The present study aimed to evaluate the weaning at 10 days of age of piglets transferred to the
nursery. Piglets belonging to the treatment group was early weaned at 10 days and received
milk replacer, while piglets in the control group was weaned at 21 days. Forty-eight animals
were used, divided into two treatments, in 6 randomized blocks, totalizing 288 animals. Weights
at 1, 10, 21, 66 and 163 days of age, and weight gains at each stage of rearing were evaluated.
Measurements of hot carcass weight, backfat thickness, muscle thickness and percentage of
lean meat were measured. There was no difference (p<0,05) in weight at birth and at 10 days.
From 21 days of age, the live weight and weight gain of the control animals was higher
compared to the treatment. Regarding carcass traits, there was a statistical difference for muscle
depth and carcass weight, and control animals obtained better results compared to the treatment
groupPiglets weaned early at 10 days of age have a lower growth potential. Other alternatives
than weaning at 10 days plus milk replacer are needed to produce the surplus piglets of

hyperprolific sows.

Keywords: Pig farming, hyperprolificity, animal production, carcass, weight.



72

Introduction

The development of the world swine industry in recent years is characterized by the
intensification of production processes, the increase in production scale and the use of
technologies related to genetics, nutrition, reproduction and animal health. The advancement in
genetic improvement provided an increase in the number of weaners/sow per year. Due to this
increase, some challenges have arisen, especially in the lactation phase, in which the sow's
requirement is greater than her physiological capacity. This negative energy balance in lactation
phase increases the weaning estrus interval, in addition to decreasing the number of total born
piglets in the subsequent farrowing (Strathe et al., 2017). Besides that, the amount of milk
ingested per piglet is inadequate; the growth rate of piglets is limited by the milk supply, and
consequently an increase in neonatal mortality occurs (Bruns et al., 2018). In addition, the lack
of teats due to the large size of the litter can cause an increase in low birth weight piglets.

In Brazil, the practice of weaning is usually carried out from 21 to 28 days. Early
weaning is an alternative that aims to solve the increase in catabolism caused by the
hyperprolificity of the sow. However, animals early weaned tend to have difficulties in solid
feeding ingestion. As a result, high technology and maximum digestibility dairy substitutes
were developed, which aim to meet the nutritional requirements of the piglets. Therefore, the
present study aimed to evaluate the performance of piglets weaned at 10 days of age, transferred
to the nursery, using a commercial milk substitute.

Material and methods

All experimental procedures with the studied animals was approved by the Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Uberlandia, ethics
project 072/19.

The experiment was carried out in a farrow to finish commercial farm, with a herd of

approximately 500 sows, located in the city of Patrocinio, state of Minas Gerais, Brazil. The
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geographic coordinates of the farm are latitude 18° 56' 38" (S), longitude: 46° 59' 33" (W), and
altitude of 965 m. Piglets from 24 hybrid sows (Large White x Landrace, DB-90 line), from 2"
to 6 farrowing order, were used. Sows were inseminated with semen from a boar AGPIC-337
TG ELITE. The selected sows to participate in the experiment have not subjected to farrowing
synchronization with the oxytocin. At the time of farrow, males and females were randomly
separated.

In the nursery, pigltes were housed in collective pens with suspended plastic floor, with
a space of 0.4 m? per animal. Two pens of 12 piglet s were used in the experiment. Heating was
provided by infrared lamps, controlled by a thermostat, with automatic shutdown when the
temperature reached 34 °C, and restart when it reached 30 °C.

The early weaned animals were fed with a common composition described in Table 1.

Table 1. Description of elements in substitute A and B

Element Substitute A (kg) Substitute B (kg)

Crude Protein Minimal 18 %; Maximum 22 % Minimal 18 %; Maximum 24 %
Raw fat Minimal 9,35 %; Maximum 12,65 % Minimal 12 %; maximum 18 %
Lysine Minimal 15,03 g; Maximum 18,4 g Minimal 10 g; Maximum 25 g
Methionine Minimal 5,4 g; Maximum 6,7 g Minimal 2 g; Maximum 9 g
Ethereal Extract Minimal 100 g Minimal 131 g

Raw Fiber Maximum 25 g Maximum 19,6 g

Mineral Matter Maximum 100 g Maximum 70 g

Moisture Maximum 75 g Maximum 40 g

Calcium Minimal 4,6 g; Maximum 8,6 g Minimal 3 g; Maximum 10 g
Phosphorous Minimal 3,2 g; Maximum 7,2 g Minimal 2 g; Maximum 9 g

Sodium Minimal 1,2 g; Maximum 5,2 g Minimal 2 g; maximum 8 g
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Iron Minimal 140 mg; Maximum 160 mg Minimal 90 mg; Maximum 110 mg
Copper Minimal 150 mg; Maximum 170 mg Minimal 150 mg; Maximum 170 mg
Zinc Minimal 80 mg; Maximum 120 mg Minimal 80 mg; Maximum 120 mg
Manganese Minimal 35 mg; Maximum 55 mg Minimal 40 mg; Maximum 60 mg
Iodine Minimal 1 mg; Maximum 1,4 mg Minimal 0,3 mg; Maximum 1 mg
Selenium Minimal 0,2 mg; Maximum 0,4 mg Minimal 0,2 mg; Maximum 0,4 mg
Vitamin A Minimal 14400 UI; Maximum 17600 Ul  Minimal 20000 UI; Maximum 30000 UI
Vitamin D3 Minimal 1800 UI; Maximum 2200 UI Minimal 3000 UI; Maximum 5000 UI
Vitamin E Minimal 140 UI; 210 UI Minimal 100 UI; Maximum 200 UI

Citric acid Minimal 300 mg, Maximum 900 mg Minimal 18000 mg; Maximum 22000 mg

Fumaric acid Minimal 4000 mg; Maximum 6000 mg -

Phytasee Minimal 400 FTU; Maximum 600 FTU -

From 10 to 13 days, the piglets were fed with substitute A and B, diluted in water in the
proportion of 2.5 liters of water for 1.0 kg of substitute, supplied ad libitum in polychloride
troughs vinyl, with mouths for 10 animals. From 14 to 17 days, were diluted in water at the rate
of 2.2 liters of water for 1.0 kg of the mixture. From 18 to 21 days, only pre-turbo was fed in
dry form in funnel-type troughs with feed wetting valves. Water was freely available in pacifier

drinkers and auxiliary troughs. Information on the supply of substitutes is represented in Table

2.

Table 2. Supply of milk substitutes

Period (days of life) Substitute A Substitute B Pre-turbo feed
10 to 13 days 900 g 100 g Og
14 to 17 days 900 g Og 100 g
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18 to 21 days 0Og 0Og ad libitum

The experimental design was randomized blocks with 24 replications of each treatment.
The treatments were early weaning at 10 days with the use of milk replacer (treatment), and a
conventional weaning at 21 days used on the farm (control). In each block, 12 piglets of four
sows were used, totalizing 48 animals. Therefore, in six blocks, 288 animals were used in total.

At 10 days of age, half of the litter of each sow, that is, 6 animals were separated to the
nursery, and the rest were kept with the mother. In the nursery, 12 piglets were housed in each
pen, that is, two pens of animals in the experiment, totaling 24 animals. Six piglets from other
sows were placed in the farrowing cage. In this way, the two treatments kept the same number
of animals up to 21 days, both in the nursery and in the maternity hospital.

At birth, all piglets were individually weighed with a B-MAX® digital scale and
received an ear tattoo with their respective number within the experiment. Piglets weighing
between 1,000 kg and 1,800 kg were selected, approximately half female and half male. At 10
days of age, individual piglets were weighed again using the same scale.

At 21 days of age, the weight of the animals that were designed for the daycare facilities
was measured. At that moment, the ear tags were placed according to the tattoo number for
better identification of the animals. Upon leaving the day care center, at 66 days of age, all
animals were individually weighed. At the end of finishing phase, at 163 days of age, the
animals were weighed again. In all rearing phases, the weight gain of all animals was measured.

The carcass yield analyzes were carried out in a located in the Patos de Minas city in
the state of Minas Gerais, and the geographic coordinates of the slaughterhouse are latitude
18°37°11” and longitude 46°30'47”. Hot carcass weight, backfat thickness, muscle thickness
and percentage of lean meat were measured using the Hennessey® pistol, and in sequence, the

carcasses were stored in a cold room.
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After performing the variance normality and homoscedasticity test, the data were
submitted to analysis of variance, and the means were compared by the Scott-Knott test of
multiple comparisons, with a significance level of 5%. The analyzes will be carried out in the

statistical program Action version 2.8.

Results and discussion

The averages of the live weight at 10 days, and weight gains from each final rearing

stage in the carcass weight stages for the studies studied are summarized in Tables 3, 4 and 5.

Table 3. Average weights of animals

Variable Control Treatment p value
Birth weight (kg) 1,42¢ 1,434 0,537
Weight at 10 days (kg) 3,524 3,514 0,791
Weight at 21 days (kg) 6,42¢ 4,720 0,000
Weight at 66 days (kg) 25,884 23,13 0,000
Weight at 163 days (kg) 125,53¢ 119,43% 0,000

The means followed by the same letter do not differ from each other by the Scott-Knott test, with a 5% probability

Table 4. Averages of animal weight gains

Variable Control Treatment p value
Birth to 10 days (kg) 2,10¢ 2,07¢ 0,580
From 10 days to 21 days (kg) 2,894 1,21° 0,000
From 21 days to 66 days (kg) 19,45¢ 18,40° 0,002
From 66 days to 163 days (kg) 99,65 96,29° 0,005

The means followed by the same letter do not differ from each other by the Scott-Knott test, with a 5% probability
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Table 5. Means of slaughterhouse data

Variable Control Treatment p value
Muscle depth (mm) 69,37¢ 67,49° 0,005
Backfat thickness (mm) 11,32¢ 11,064 0,387
Lean meat percentage (%) 60,54 60,43 0,623
Carcass weight (kg) 92,17¢ 87.91° 0,000

The means followed by the same letter do not differ from each other by the Scott-Knott test, with a 5% probability

Early weaning is an alternative that seeks to solve the problem of the birth of many
piglets, which is incompatible with the number of teats, and mainly with the milk production
of the sow. Additionally, the practice of weaning is a moment that causes great impact for
piglets, leading to physiological, structural and functional changes in the entire organism.
Although there is no consensus on which model best represents the age-related behavior of
weight gain in pigs, it is known that the growth rate is higher in the first days of the animal's
life (Schinckel et al., 2004). Thus, incorrect handling in the first days of life can impair the
animal's performance.

At weaning there are stressors such as separation from the breeder, change of
environment, difficulty in adapting to feeders and drinkers, and social and diet change, which
lead to a decrease the immunity, intestinal changes and reduced feed intake, consequently
affecting the growth rate and animal performance (Xu et al., 2015).

In the intensive swine production system, piglets can be weaned at one or two weeks of
age, and consequently, an amplification of the physiological and behavioral effects of weaning
occurs (McLamb et al.,, 2013; Li et al.,, 2017). All of these stressors can increase cortisol

concentration.
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Weary et al. (1999) evaluating weaning at 14 and 28 days of age, reported that piglets
weaned at 14 days performed more stereotypical behaviors, resulting from stress, compared to
those weaned at 28 days of age. Therefore, the authors concluded that the later the weaning,
lower the stress for the piglets.

The increase in cortisol induces an increase in the production of free radicals, which
causes oxidative damage to proteins, as well as lipid peroxidation, which can lead to
cytotoxicity and cell damage (Szabo, 2003).

In the first 24 hours after weaning, functional and structural changes occur in the small
intestine, which include a decrease in villus height and a reduction in the specific activity of
digestive and absorptive enzymes in piglets (Hall and Byrne, 1989). Furthermore, among the
physiological and gastrointestinal factors impacted by the weaning transition, disruption of the
microbiota is likely to occur, being recognized as one of the keys that lead to post-weaning
diarrhea (Isaacson and Kim, 2012). As a result, the animal reduces productive performance and
weight gain.

All the aforementioned metabolic and behavioral changes corroborate the results
presented in this study, as piglets early weaned presented greater challenges in terms of survival
and weight gain early in life, affecting body growth, compromising productive performance
throughout the entire life cycle.

Another important aspect is that the weight at weaning has a direct influence on the
weight at daycare and finishing. The higher weaning weight generates a positive and lasting
effect for the subsequent phases, showing a positive correlation with the final finishing weight
(Faccin et al., 2020). In the present study, weaning at 10 days impaired the performance of
piglets in the nursery and finishing phases. Piglets weaned at 21 days show greater growth

potential, so maximizing weaning weight is a key point in swine production.
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Ko et al. (2015) concluded that age and weaning weight also influence carcass
characteristics. In the present study, the Hennessey® equipment was used to measure muscle
depth and backfat thickness, and with the values found, lean meat percentage calculations are
performed through prediction equations programmed in the system itself. The percentage of
lean meat is directly influenced by muscle depth, backfat thickness and hot carcass weight.

The low weight of piglets weaned at 10 days of age was negatively correlated with hot
carcass weight and muscle depth but did not affect carcass lipid deposition and lean meat
percentage. According to Favero and Guidoni (2001), the backfat thickness contributes 80% to
the prediction of the percentage of meat in the carcass. Therefore, the results of the present
study corroborate the authors mentioned above, there was no difference between the groups in
relation to the backfat thickness, and consequently, there was no difference in the percentage

of lean meat.

Conclusion

Pigs weaned early have a lower performance compared to piglets weaned at 21 days.
Therefore, other alternatives are necessary for sows that produce piglets in excess, such as
genetic improvement and increase in the amount of milk and greater number of sows' teats, in

addition to suckling techniques, such as induction of milk production and lowering.
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Resumo

A hiperprolificidade da fémea suina ocasionou a producdo de leitegadas numerosas, e com isso,
surgiram alguns desafios na fase de lactagc@o, na qual a exigéncia da fémea € maior do que sua
capacidade fisiologica. Diante disso, o manejo de um desmame antecipado € praticado em
granjas comerciais. O desmame precoce e privagdo dos cuidados maternos € considerado um
evento estressante que pode aumentar a sensibilidade ao estresse na vida adulta do animal.
Sendo assim, sdo necessérios estudos comportamentais e de bem-estar animal para avaliar a
viabilidade desta pratica. No presente estudo, foram investigados o desmame aos 10 (precoce)
e aos 21 dias de idade, e analisadas as lesdes corporais proximas aos 10 dias de idade dos
animais, teste do campo aberto e objeto novo, tempo de embarque dos animais da granja para
o frigorifico, o perfil epigenético do gene NR3CI do DNA e expressdao dos genes NR3ClI,
NR3C2, FKBP5, HTRIA e BDNF, comparando géneros e tratamentos. Os leitdes desmamados
precocemente mostraram inibi¢do comportamental com vocalizagdes reduzidas no teste do
campo aberto, e maior proximidade e interagdo com o objeto em compara¢do com leitdes
desmamados aos 21 dias. Sobre o padrdo de metilacio do DNA do gene NR3CI, ndo houve
diferenca entre os grupos, e isto pode ser explicado pelos cuidados maternos até os 10 dias de
idade serem suficientes para ndo provocar alteracdes epigenéticas no hipocampo. Quanto a
expressao de RNAm de genes relacionados ao estresse, ndo houve diferenca significativa entre
os grupos. As respostas comportamentais do desmame precoce podem representar uma
adaptacdo, sendo necessarios mais estudos para correlacionar alteracdes epigenéticas e de

expressao génica relacionadas ao comportamento animal.
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Introducao

O desmame precoce ¢ uma alternativa para a producdo de leitdes supranumerarios
decorrentes de um gendtipo da fémea suina hiperprolifica. Apesar de ser um manejo usualmente
realizado nas granjas comerciais para evitar um maior desgaste da matriz suina, a mudanca da
dependéncia do leite da fémea para a dependéncia de outros alimentos, pode prejudicar o
crescimento da prole [1]. Portanto, o desmame precoce ¢ um desafio para a criacdo de leitdes,
uma vez que necessita de novas estratégias de criacdo de leitdes, como a utilizacdo de
substitutos de leite. Adicionalmente, devido a auséncia da mae no inicio da vida do leitdo,
podem ser observadas alteracdes comportamentais e neuroendocrinas.

A privacdo da relacdo entre a mae e o filhote pode ser traumaitica e estressante em
mamiferos com estudos comprovados em bovinos [2], ratos [3, 4] e camundongos [5, 6]. A
separagdo entre a mae e o filho é um exemplo de estresse do inicio da vida com consequéncias
duradouras [7, 8]. Com isso, os animais desmamados precocemente, que apresentam um
estresse no inicio da vida, alteram o desenvolvimento neuronal e de comportamento, pois
aumentam a memoria para reflexos condicionados adquiridos na vida [9].

Usualmente, as idades de desmame aplicadas em granjas comerciais sdo menores do
que o desmame natural em suinos, que ocorre entre 56 e 119 dias [10]. Portanto, o desmame
precoce resulta em comportamento agudo e sinais fisiologicos de estresse durante os primeiros
dias [11, 12]. Ademais, Yuan et al. 2004 relatou que eventos estressantes no inicio da vida
ocasiona um aumento na agressividade dos animais [13].

Eventos ambientais ocorridos nos primeiros dias de vida estdo relacionadas com
alteracOes epigenéticas [15, 16]. Perfis epigenéticos podem ser influenciados por fatores
ambientais tais como dieta, ambientes sociais e estresse [17]. Portanto, o desmame precoce e
auséncia dos cuidados maternos pode ser um ativador de alteracdes epigenéticas na prole, no

sentido de ser determinante na sua sobrevivéncia. A auséncia da mae influencia no
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desenvolvimento dos sistemas neurais subjacentes a respostas ao estresse, do ponto de vista
comportamental e enddcrino.

O hipocampo, que compde parte do sistema limbico, possui grande densidade de
receptores de glicocorticoides (GR), que, quando ativados, inibem a atividade do eixo
hipotalamico-hipofisirio-adrenal, limitando a resposta ao estresse. Sendo assim, um aumento
expressivo do cortisol provoca uma regulagdo negativa aguda de GR do hipocampo [14]. Em
estudos sobre o descuido materno em ratos, filhotes que tiveram maes com baixas taxas de
cuidado apresentaram alteracdes epigenéticas como a metilagdo do DNA no gene NR3C1 [18,
19]. Com a presenga do grupo metil no DNA, o0 acesso a0 mesmo para o processo de transcri¢cao
a partir do RNA ¢ reduzido e assim, ocorre um silenciamento do gene NR3CI1, regulador da
producdo de GR.

Segundo Weaver et al. 2004 [18], o baixo cuidado materno resultou em um aumento da
metilagdo no local de ligagao da proteina induzida pelo fator de crescimento do nervo I (NGFI-
A), localizado no gene do GR do hipocampo (NR3C1I), levando a diminui¢do da expressdo de
NR3CI. Outros estudos demonstraram que filhotes com maior cuidado materno, aumenta a
expressdo do receptor de glicocorticoide (GR) no hipocampo, aumento da sensibilidade de
feedback de glicocorticoides, e diminui a expressdo do fator de liberacdo de corticotrofina
hipotaldmica (CRF) e respostas mais modestas do estresse do eixo hipotadlamo-pituitaria-
adrenal (HPA) em comparacdo com animais com baixo cuidado materno [20, 21].

Com isso, objetivou-se investigar o desmame aos 10 dias de idade em suinos e os efeitos
a curto e longo prazo no comportamento animal e alteracdes neuroenddcrinas. Este estudo das
alteracoes de comportamento e neuroendocrinas em suinos visa fornecer base cientifica
relevante para mensurar a aceitabilidade da pratica do desmame precoce, em termos de bem-

estar animal.



87

Material e métodos
Declaracao ética
A realizacdo dos procedimentos experimentais foi aprovada pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, processo de nimero 072/19.

Delineamento experimental e manejo dos animais

O delineamento do experimento foi em seis blocos casualizados com 24 repeticdes de
cada tratamento. Os tratamentos foram desmame precoce aos dez dias com utilizacdo de
sucedaneo de leite (tratamento), e o desmame convencional utilizado na granja, aos 21 dias
(controle). A cada bloco, foram utilizados 12 leitdes de quatro fémeas suinas, totalizando 48
animais. Portanto, em seis blocos, foram utilizados 288 animais no total.

O experimento foi conduzido em uma granja comercial de ciclo completo, com um
plantel de aproximadamente 500 matrizes, localizada no municipio de Patrocinio-MG. Foram
utilizados leitdes oriundos de 24 fémeas com cruzamento Large White x Landrace da linhagem
DB-90 de 2° a 6° ordem de parto. As fémeas foram inseminadas com sémen proveniente de
diferentes machos AGPIC-337 TG ELITE. No momento do parto, ndo foi realizada a inducao
com ocitocina.

Ao nascimento, 12 leitdes da mesma mae foram selecionados aleatoriamente, sendo
que seis leitdes, divididos de forma controlada em machos e fémeas, constituiram cada
tratamento. Todos os leitdes do experimento permaneceram com suas maes até os 10 dias de
idade. Aos 10 dias, metade dos leitdes foram para o berc¢ério, e o restante ficou com a mae. No
bercéario, 12 leitdes foram alojados em cada baia coletiva. Foram colocados na gaiola de
maternidade seis leitdes provenientes de outras fémeas. Desta forma, os dois tratamentos
permaneceram com a mesma quantidade de animais até 21 dias, tanto no ber¢ério, quanto na

maternidade.
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No bercéario, os animais do estudo foram alojados em baias coletivas de 12 animais. O
aquecimento dos leitdes foi feito por lampadas infravermelho, com temperatura controlada por
termostato, com desligamento automatico quando atingia 34 °C, e religamento quando atingia
30 °C. Os animais desmamados precocemente foram alimentados com sucedaneos comerciais
usuais da granja e a partir dos 21 dias de idade, os animais dos dois grupos experimentais

tiveram o mesmo manejo nas fases de creche, crescimento e terminagao.

Analise comportamental

As andlises de comportamento do experimento foram: 1) Andlise de lesdes corporais no
dia 10 do desmame precoce, 24 horas, 48 horas, e ap6s 4 dias apds o desmame precoce; 2) Teste
do campo aberto aos 21 dias; 3) Teste do objeto novo aos 21 dias; 4) Tempo de embarque dos
animais da granja para o transporte até o frigorifico. A analise das lesdes corporais foi realizada
em todos os 288 leitdes. O teste do campo aberto e objeto novo foram realizados aleatoriamente
em 20 leitdes de cada bloco, totalizando medidas coletadas de 120 leitdes, e o tempo de
embarque foi realizado em grupos de animais do experimento.

O escore de lesdes corporais para avaliar a agressividade dos leitdes foirealizada através
de uma camera com 12 megapixels e lente de grande abertura /1.7 com 1/2.5 de tamanho,
realizadas no dia do desmame aos 10 dias, 24 horas, 48 horas, e 4 dias apds o desmame. As
analises foram realizadas por um mesmo avaliador. Foram realizadas um total de seis
fotografias dos 288 leitdes, com a vista lateral direita do corpo, parte externa e interna da orelha
e face direita, parte externa e interna da orelha e face esquerda, e lateral esquerda do corpo do
animal. Em seguida, as lesdes foram contadas, e apds o primeiro dia de contagem, eram
contadas apenas as novas lesdes, de acordo com a vermelhidao e aspecto de lesao recente.

O teste do campo aberto e objeto novo foram realizados no mesmo momento, aos 21

dias de idade, utilizando uma camera com 12 megapixels e lente de grande abertura /1.7 com
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1/2.5 de tamanho. O teste do campo aberto foi realizado em 20 leitdes escolhidos
aleatoriamente, sendo dez de cada tratamento, nos 6 blocos do experimento, utilizando a
metodologia de Puppe et al. 2007 [22]. Foram feitas gravagdes de cinco minutos de cada leitdo,
e a area utilizada para o teste foram baias da creche da granja em estudo, com dimensdo de 6
m?, e piso de pléstico, 40 cm x 50 cm. Foram cobertos cochos presentes nas salas da creche da
granja, para nao desviar atencdo dos leitdes. Apds realizada as gravacgdes, a permanéncia do
animal no centro e lateral da baia, medidos em segundos, e quantidade de vocalizagdo dos
animais foram analisados.

Apbs os cinco minutos de gravacdo do teste do campo aberto, o teste do objeto novo foi
realizado, com a inclusdao de um cone de sinalizag¢do cdnico, de cor alaranjada e de tamanho de
50 cm, no centro da baia. A mesma camera do teste do campo aberto foi utilizada. A andlise foi
feita pela quantidade de vocaliza¢cdes do animal, a laténcia para interagdo com o cone, tempo
de interac@o e exploracdo com o objeto, e o tempo que o animal ficou proximo do objeto. A
laténcia, interac¢do e proximidade do objeto foram medidas em segundos.

O tempo de embarque foi realizado quando os animais apresentavam 163 dias de idade
dos animais por meio da mensuracdo do tempo gasto, em segundos, desde a chegada do
primeiro animal no corredor da granja, até a entrada do dltimo animal no caminhdo de
transporte. A mensuragdo foi realizada em grupos de 5 ou 6 animais, do mesmo tratamento. A
passagem dos animais pelos corredores da granja, até a chegada ao caminhdo, foi realizada de
forma calma e tranquila, sem agressividade, gritos e reacdes bruscas direcionadas aos suinos.

Para andlise estatistica das varidveis comportamentais do presente estudo, inicialmente
foi verificada as pressuposicdes da andlise de varidncia. Os dados que ndo atenderam as
pressuposicOes, foram transformados em raiz quadrada para realizar a andlise de variincia. As

médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott, com nivel de significAncia de 5%. As analises
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foram realizadas no programa estatistico Action® [23], versdo 2.8, anexado ao programa

Microsoft Excel.

Coleta de material para analise epigenética e de expressao génica

O material biolégico escolhido para andlise epigenética e de expressdao génica foi o
hipocampo. O abate dos animais foi realizado na Cooperativa de Suinocultores LTDA
(SUINCO), localizada no municipio de Patos de Minas-MG. Todas as normas do Regulamento
de Inspecdo Industrial dos Produtos com Origem Animal (RIISPOA) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) foram seguidas. A coleta das amostras do
hipocampo foi realizada em 12 animais de cada bloco, divididos de forma aleatéria entre
machos e fémeas.

A coleta do hipocampo foi realizada durante o fluxograma normal de abate, apds a
serragem da cabeca dos animais. Todo o conteido encéfalo do animal foi coletado, e
imediatamente separado em hipocampo e restante do sistema nervoso central, com auxilio de
bisturi e pinga, em um laboratério acoplado a linha de abate. Apds a separagdo do hipocampo,
as amostras foram colocadas em tubos criogénicos de 2 mL com rosca externa (Start
BioScience®), estéril e armazenadas a -196 °C em nitrogénio liquido. Apés o término do
experimento, todas as amostras foram transportadas até a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen), e armazenadas em freezer a -80 °C, onde foi realizada a analise das

alteracoes epigenéticas e de expressao génica.

Anaélise da metilacdo do DNA
Para a analise da metilacdo de DNA, utilizou-se um delineamento em esquema fatorial

2x2, género x tratamento (macho x fémea; desmame aos 10 dias x convencional). Foram
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analisadas amostras de trés blocos, sendo entdo avaliados trés machos controle, trés machos
tratamentos, trés fémeas controle e trés fémeas tratamento.

Inicialmente foi realizada a extragdo do DNA pelo método descrito em Biase et al. [24].
A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese de gel de agarose e a quantidade das amostras
foi analisada em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). As amostras de DNA foram armazenadas a -20 °C.

Os primers foram desenhados pelo site UCSC Genome Browser e Primer Seeker Zymo.
Foram utilizadas duas sequéncias de primers (nested PCR, inner e outer), que foram utilizadas
para flanquear e amplificar as 48 ilhas de Citosina-fosfato-Guanina (CpG) no outer, e 39 ilhas

CpG no inner. As sequéncias dos primers estio representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Primers para analise de metilacao do DNA

PCR OUTER
A . . Sitio Amplicon
Gene Sequéncia do primer (5'-3' Numero de acesso
‘ primer (5-3) CpG____(ph)
F: GATTTTTTTYGGGTTTAGAGTA
NR3ClI NM_001008481 48 396
R: CTAATCTTTCTAAAACRAACTCC
PCR INNER
Gene Sequéncia do primer (5'-3") Numero de acesso Sitio Amplicon

CpG (pb)

F: GTTTGGTTTTTTAGTTTYGTAAG
NR3Cl1 NM_001008481 39 301
R: AAAAACCRAATTTCTCTAATTTCTC

F: forward; R: reverse; bp: par de bases

ApOs a extracdo do DNA, foi realizado o tratamento com bissulfito de sodio, que
converte as citosinas nao metiladas em uracilas, ou timinas apos o PCR, e as citosinas metiladas
permanecem como citosinas. Para realizar o tratamento do DNA com bissulfito de sodio foi
utilizado o kit EZ DNA Methylation-Lightning® (Zymo Research, Orange, CA, USA),
seguindo as instrucdes recomendadas do fabricante. O DNA extraido e quantificado foi diluido

para atingir a concentracdo recomendada no kit de 500 ng de DNA. Ao final do processo, as
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amostras foram armazenadas em microtubos na temperatura de -80 °C, até realizar a
amplificagdao por PCR.

Para avaliar o DNA tratado com bissulfito de s6dio, foi realizado o sequenciamento do
tipo Sanger ou sequenciamento bissulfito, através da clonagem do produto de PCR para analisar
a molécula de forma individual e especifica. Apds a realizacio do desenho dos primers
mencionado anteriormente, foi realizada a dilui¢ao dos primers (outer e inner) e preparacao da
solu¢do estoque (100 pmol/uL de forward e reverse) e solugao de trabalho (10 pmol/uL de
forward e reverse).

O protocolo seguido para a reagdo de PCR outer foi realizado com um volume total de
20 uL, compreendendo 1x tampao Taq, 1,5 mM MgCl,, 0,4 mM dNTPs, 1 U Platinum™ Taq
polimerase (Invitrogen, CA, EUA), 10 pmol de primer (forward + reverse) e 3 uL de DNA
tratado com bissulfito. A diferenca do protocolo de PCR outer e inner, foi que no inner foi
utilizado apenas 1 uLL de DNA tratado com bissulfito.

As etapas no termociclador para PCR outer foram: etapa de desnaturacio a 94 °C por 4
minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 51,8 °C por 1 minuto e 72 °C por 1
minuto, com extensao final a 72 °C por 15 min. As etapas no termociclador para PCR inner
foram: etapa de desnatura¢do a 94 °C por 4 minutos, seguido de 29 ciclos a 94 °C por 40
segundos, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com extensao final a 72 °C por 15 min.

Ap6s a PCR, amplicons de DNA foram purificados a partir da eletroforese de gel de
agarose. Esse procedimento € realizado apenas no PCR inner. ApOs a eletroforese, foi realizado
o corte das bandas marcadas no gel de agarose para purificacdo através do protocolo descrito
no kit The Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (US Promega Corporation, Madison,
WI, USA). Apds a purificacdo, os amplicons foram ligados em vetor seguindo as instrucdes do
kit TOPO TA Cloning vector (pCRII-TOPO® vector system, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Em seguida, foram clonados em bactérias DH5a utilizando um protocolo de choque térmico.
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Em seguida, o DNA plasmidial foi isolado utilizando o kit Pure Yield Plasmid Miniprep
System® (US Promega Corporation, Madison, WI, USA). Apés a realizacdo do protocolo de
Miniprep, as amostras mantidas no gelo, foram quantificadas no espectrofotometro. Apds a
realizacdo de todos os protocolos, foi feito o sequenciamento Sanger ou sequenciamento
bissulfito, e o resultado foi analisado através do site Quantification tool for Methylation
Analysis (QUMA).

Os dados sobre a metilagdo do DNA do gene NR3C1 foram comparados entre grupos
experimentais usando o teste de Mann-Whitney, e a comparagao de citosina entre os grupos foi
realizada pelo teste de Fisher. Os resultados sido apresentados como média * desvio padriao da

média dos grupos experimentais. Um valor de p<0,05 denota diferenca significativa.

RT-qPCR

A expressdo génica foi realizada através das amostras do hipocampo, em esquema
fatorial com dois fatores (fator 1:gé€nero-tratamento com 4 niveis; fator 2: gene com 5 niveis),
totalizando 4 x 5 = 20 tratamentos. Foram realizadas cinco repeti¢des bioldgicas (cinco placas)
e trés réplicas da técnica.

As extragdes de RNAs das amostras do hipocampo de suinos foram realizadas através
do kit PureLink™ RNA mini (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), e o
procedimento foi realizado conforme as instrucdes do fabricante. O tecido de aproximadamente
200 mg foi macerado com nitrogénio liquido em um cadinho, e em seguida foi realizada a
mistura do tecido macerado com solugdo trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), que é um
reagente para o isolamento simultaneo de RNA. Para cada 50 a 100 mg de amostra, foi
adicionado 1 mL de trizol. Ap6s a lise do RNA com trizol, foi realizada a ligagcdo do RNA a

membrana e lavagem do material extraido. Apos a lavagem, foi realizada a eluicdo com agua
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RNase-free, quantificacio no espectrofotdmetro (NanoDrop®). As amostras foram
armazenadas a -80 °C.

Ap6s a extracdo, 5 ug de RNA foi tratado com 5U da enzima DNase 1, e incubados a 37
°C por 30 minutos, seguido de 75 °C por 10 minutos. Apds esse processo, foi realizada a
purificacdo do RNA tratado com o kit RNeasy Plus Micro kit (Qiagen Samples e Assay
Technologies®). Para realizar a sintese de cDNA, o kit GoScript Reverse Transcriptase foi
utilizado (US Promega® Corporation, Madison, WI, USA). Todos os procedimentos foram
seguidos de acordo com a descri¢cao do fabricante.

Por fim, para a realizacdo do qPCR, foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (US
Promega® Corporation, Madison, WI, USA). O procedimento foi realizado na maquina de RT-
gPCR: 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®). Para a reacdo, foram
utilizados GoTaq (12,5 uL por reacdo), 4gua nuclease-free (8,8 uL), e os primers (200nM/cada,
1,0 uL). Em volume final de 25 pL, a condicdo do PCR foi: 95 °C por 5 min, seguido de 50
ciclos de: desnaturagdo a 95 °C/15 s, anelamento e extensdao a 60 °C/1 min.

No experimento, foram realizadas cinco placas no total, e trés repeticdes de cada grupo
(macho controle, f€émea controle, macho tratamento, fémea tratamento) de cada gene. Os genes
analisados foram: 1) NR3CI (codificador de receptores de glicocorticoides), 2) NR3C2
(codificador de receptores de mineralocorticoides), 3) FKBP5 (codificador de uma CO-
chaperona, envolvida com a sensibilidade dos GR ao cortisol), 4) HTRIA (codificador de
receptores serotoninérgicos SHT-1a), 5) BDNF (codificador do fator neurotrofico derivado do
encéfalo).

Para controle do qPCR, dois genes endégenos, GAPDH e B-actina foram utilizados. A
curva de eficiéncia dos primers foi realizada com cinco pontos e fator de dilui¢do 1:4, realizado
em triplicata. A eficiéncia dos primers foram entre 90% e 100%. Os niveis de RNAm foram

normalizados usando a média geométrica dos genes enddgenos PB-actina e GAPDH, e a
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quantificacdo relativa foi calculada pelo método AACt, com corre¢do de eficiéncia segundo

[25]. As especificacdes dos primers utilizados no experimento estdo demonstrados na Tabela

2.

Tabela 2. Sequéncias dos primers para amplificacdo de RNAm por RT-qPCR
Direcao do Numero de acesso Amplicon
primer ao GenBank (bp)
Forward ~ AGTTCCCAAGGACGGTTTGAA
NR3CT Reverse TGACTGGAGTTTCCTTCCCTC NM_001008481.1 108
Forward ATCTGCTCTCCACCCTAAAC

Gene Sequéncia do primer (5°-3”)

NR3C2 Reverse GAGAAACTGGCTGTTCGTATG NC_010450.4 191
Forward GAAGGAGCGACCGTAGAAATC
FKBPS Reverse GCATCTTCTCCAGGGCTTTATC NM_001315611.1 139
Forward CAGAACGTGGCGAACTATCT
HTRIA Reverse CCCAGAGTCCACTTGTTGAG XM_005672476.3 13
Forward GACTCTGGAGAGCGTGAATG
BDNF Reverse TACATGTCCGCGTCCTTATTG NM_214259.2 162
GAPDH Forward GTCTGGAGAAACCTGCCAAATA AF017079.1 152
(controle) Reverse CCCAGCATCAAAGGTAGAAGAG )
B-actin Forward GACCACCTTCAACTCGATCAT U07786.1 104

(controle) Reverse GATCTCCTTCTGCATCCTGTC
bp: par de bases

As comparacdes de expressao entre os tratamentos foram realizadas por meio da andlise
de variancia e teste de Tukey (dados paramétricos) ou Kruskal Wallis e Mann Whitney (dados
ndo-paramétricos). As andlises estatisticas sobre a expressdo génica foram realizadas pelo

programa raphPad Prism versdo 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA,

www.graphpad.com).

Resultados
Anélise comportamental

O escore das lesdes corporais dos animais estdo representados na Tabela 3. Houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais as 24 e 48 horas apos o desmame, sendo

que o tratamento obteve maior nimero de lesdes se comparado com o grupo controle.
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Tabela 3. Médias do niimero de lesoes em diferentes dias proximo ao desmame

Varidvel Controle Tratamento p-valor
No dia do desmame aos 10 dias 1,60 a 1,19a 0,08
24 horas ap6s o desmame * 2,33 b 5,68 a 0,00
48 horas apds o desmame * 2,49b 6,32 a 0,00
4 dias apOs o desmame * 5,46 a 6,47 a 0,27

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, com 5% de probabilidade

*Transformacgdo de dados para atender as pressuposi¢cdes da ANOVA (raiz quadrada)

Os resultados dos testes de campo aberto e objeto estdo representados na Tabela 4 a
seguir. No teste do campo aberto, houve diferenca significativa na vocaliza¢do, sendo que os
animais do grupo controle obtiveram um maior resultado se comparado com a tratamento. No
teste do objeto novo, houve diferencga significativa no que se refere a laténcia, proximidade e
interacdo com o objeto, sendo que os leitdes do grupo controle tiveram maior laténcia para se
aproximar do objeto, e os animais do desmame aos 21 dias de idade tiveram maior proximidade

e interacdo com o objeto.

Tabela 4. Teste do campo aberto e objeto novo aos 21 dias de idade

Campo aberto

Variavel Controle Tratamento p-valor
Vocalizagao (frequéncia) 200,65 a 176,86 b 0,01
No centro do campo (segundos) * 3943 a 35,23 a 0,22
Na lateral do campo (segundos) 260,56 a 264,76 a 0,30
Objeto Novo

Variavel Controle Tratamento p-valor
Vocalizagdo (frequéncia) * 175,56 a 173,35 a 0,61
Laténcia (segundos) 271,56 a 25795b <0,001
Proximo ao objeto (segundos)* 19,68 b 2745 a 0,01
Interacdo com o objeto (segundos) * 8,75b 14,60 a 0,00

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, com 5% de probabilidade

*Transformacdo de dados para atender as pressuposi¢des da ANOVA (Raiz quadrada)
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Para a varidvel do tempo de embarque, ndo houve diferenca entre os grupos

experimentais (Tabela 5).

Tabela 5. Tempo de embarque dos animais para o transporte até o frigorifico

Grupos Tempo (segundos) p-valor
Controle 170,04 a 0,122
Tratamento 153,29 a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, com 5% de probabilidade

*Transformacdo de dados para atender as pressuposi¢cdes da ANOVA (Raiz quadrada)

Analise de metilacao do DNA

A metilacdo de cada grupo experimental (macho controle, macho tratamento, fémea
controle, fémea tratamento) estd representada na Figura 1. A figura referida demonstra a
porcentagem de metilacdo de cada grupo e o desvio padrdao. Todos os grupos experimentais

apresentaram padrdo de metilagao semelhante.
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Padrao de metilaciio do tratamento macho
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Figura 1. Padroes de metilacao dos grupos experimentais
Legenda: Circulos brancos representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as CpGs metiladas.

A comparacdo entre os grupos experimentais (controle macho x controle fémea;
tratamento macho x tratamento fémea) sobre o padrdo de metilacdo estdo representados na
Figura 2. Na Figura 3 estd representado a comparagdo entre controle macho x tratamento
macho; controle fémea x tratamento fémea, de acordo com o padrdo de metilagdo dos grupos.
Os resultados do p-valor dos testes de Mann-Whitney (comparagdo entre os grupos), e Fisher
(comparacdo de citosina entre os grupos) foram incluidos na Figura 3, sendo que ndao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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Comparacio entre controle macho e controle fémea
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Teste de Mann-Whitney (comparagéo entre os grupos): p-valor 0.4482
Teste de Fisher (comparagio de citosina entre os grupos): p-valor 0.6370
Tratamento macho (group 1): 5.3%

Tratamento fémea (group 2): 4.7%

Figura 2. Comparacio de padrao de metilacio entre machos e fémeas dos tratamentos
Legenda: Circulos brancos representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as CpGs metiladas.

Comparacio entre controle macho e tratamento macho
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Teste de Mann-Whitney (comparagéo entre os grupos): p-valor 0.0425
Teste de Fisher (comparacdo de citosina entre os grupos): p-valor 0.2510
Controle macho (group 1): 4,0%

Tratamento macho (group 2): 5,3%

Comparacio entre controle fémea e tratamento fémea
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Teste de Mann-Whitney (comparagio entre os grupos): p-valor 0.7894

Teste de Fisher (comparagéo de citosina entre os grupos): p-valor 1.0000

Controle macho (group 1): 4.7%

Tratamento fémea (group 2): 4,7%

Figura 3. Comparacao de padrao de metilacao entre controle e tratamento, nos diferentes

géneros
Legenda: Circulos brancos representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as CpGs metiladas.

Expressao génica
Para andlise da expressdo génica, quatro combinacdes do esquema fatorial foram

testadas: 1) M-C (macho-controle); 2) M-T (macho-tratamento); 3) F-C (fémea-controle) e 4)
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F-T (fémea-tratamento), e foram avaliados cinco genes, sendo NR3CI, NR3C2, FKBPS,

HTRIA e BDNF. A variavel resposta ¢ um valor numérico referente a uma razao (ratio) da

expressao génica (EG), sendo que fator escolhido para comparacao foi macho controle de cada

gene e, foram realizadas cinco repeti¢des. Na Tabela 6, estdo os resultados da razao de todos

os tratamentos em comparacdo com o M-C, que apresenta a varidvel resposta (ratio) igual a

uma unidade. Nota-se que a repeti¢do 1 do tratamento F-C gene NR3C1, a razdo é 0,92875, e

isto significa que a variavel continua mensurada em F-C, do gene NR3C1, é 92,875% do valor

da mesma variavel continua mensurada em M-C do gene NR3C1 na repeticdo 1.

Tabela 6. Razao de todos os tratamentos em comparacao com o M-C (base de comparacao)

Gene Gene Gene Gene Gene
Repeticao Tratamento ~ NR3CI NR3C2 FKBP5 HTRIA BDNF
M-C 1 1 1 1 1
Repetico 1 F-C 0,928749 0,612768  0,791408  0,872419  0,584673
M-T 0,658556 0,841609  0,684107  0,731787  0,788188
F-T 0,824977 0,537081 0,731278  0,590968  0,463335
M-C 1 1 1 1 1
Repetici F-C 0,750173 1,191877 0,70566 1,634652  0,924527
epeticao?2
M-T 0,786997 1,257043  0,746778  1,955197  1,225466
F-T 1,529833 1,068937 1,638008 1,26266 0,710687
M-C 1 1 1 1 1
Repeticio 3 F-C 0,852542 0,804325  0,680994  1,434996  1,036655
M-T 0,881405 0,691349 0,67432 1,174479  0,589812
F-T 0,922582 0,946239  0,827917  0,592147  0,796725
M-C 1 1 1 1 1
- F-C 1,139618 0,835929 1,12557 0,565283  0,806408
Repeticao 4
M-T 0,948959 1,161575 1,102873  1,169048  1,097792
F-T 1,505829 1,601556 1,856987  1,590777  1,433464
M-C 1 1 1 1 1
- F-C 0,765197 0,633769  0,476928 3,25838 1,024851
Repeticao 5
M-T 1,071577 1,425397  0,625483  2,649044  1,862698
F-T 1,036237 1,428291 0,678023  4,554298  1,776523

Legenda: M-C: macho controle; F-C: fémea controle; M-T: macho tratamento; F-T: fémea tratamento
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Na Figura 4, estdo apresentados os graficos do tipo boxplot dos valores de ratio sobre
cada uma das duas varidveis. Na Figura 5, estdo representados o grafico de boxplot dos valores

de ratio por gene, e na figura 6 estd o boxplot dos valores de ratio por tratamento.

Ratio (base M-C) por gene-tratamento
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Como os resultados dos graficos boxplot nao sugerem diferencas dos grupos e genes

estudados, e existem duas possiveis varidveis explicativas (tratamento e gene), foi necessario

avaliar uma possivel interacdo entre estes fatores (gene X tratamento), representado na Figura

7. De acordo com o resultado, ndo houve interacio entre os tratamentos.

Interacdo entre Gene X Tratamento

—— FL
-4~ FJ
e BT

Ratio
1

T T T T T
BONF FKEBPS HTR1A NR3C1 MR3C2

Figura 7. Grafico de interacao entre gene e tratamento
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Por fim, foram avaliados diferentes modelos de regressao linear miltipla com as duas
possiveis varidveis explicativas (gene e tratamento). Para decidir a escolha do melhor modelo
representativo dos dados, foi considerado o valor do critério de informagcdo de Akaike de
segunda ordem (AICc), que ¢ um valor ajustado do “classico”, o valor de AIC (Akaike
Information Criterion), e o valor do critério de informacdo bayesiano BIC (Bayesian
Information Criterion), sendo o modelo de AICc realizado no estudo (modelo: Y ~ G + T; T:
tratamento, G: gene, Y: ratio: variavel resposta). No presente trabalho, € esperado que o
tratamento explique o comportamento da razdo, porém, também foi analisado o efeito do gene
para possivelmente explicar a varidvel resposta ratio. Foi verificado a normalidade dos residuos
do modelo Y ~ G + T, e homocedasticidade dos grupos de comparacdo através do teste de
Levene (p-valor: 0,1751).

Por fim, foi realizada a andlise de comparacdes multiplas de interesse considerando
homocedasticidade dos grupos de comparagao, e os resultados estdo representados na Tabela 7
abaixo. Ndo houve diferencas significativas, ao nivel de 5% de probabilidade (Pr(>[t|) abaixo
de 5%). Portanto, os resultados ndo demonstraram evidéncia de que hi diferenca significativa

de ratio entre os tratamentos em cada gene com base na amostra analisada.

Tabela 7. Resultado das comparacoes miiltiplas dos grupos de comparacao

Gene Hipotese Valor de Pr(>|t])
NR3C1 M-T x F-T 0.517
NR3C1 F-Cx F-T 0.218
NR3C2 M-T x F-T 0.517
NR3C2 F-Cx F-T 0.218
FKBP5 M-T x E-T 0.517
FKBP5 F-Cx E-T 0.218
HTRIA M-T x F-T 0.517
HTRIA F-Cx F-T 0.218
BDNF M-T x F-T 0.517
BDNF F-Cx F-T 0.218

Formiila = Ratio ~ Gene + Tratamento
Pr(>|t| abaixo de 5% ¢é considerado nio significativo
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Discussao

Ap6s 24 e 48 horas do desmame precoce, os leitdes obtiveram maior nimero de lesdes
corporais se comparados com o grupo controle. A hipétese inicial do presente trabalho foi que
animais desmamados precocemente, poderiam inibir a neurogénese, e prejudicar a aquisi¢ao e
consolida¢do de memorizagdo emocional, aprendizado e adaptagdo, em relacdo a disputa pela
nova hierarquia de grupo. Portanto, os resultados das lesdes corporais podem ser explicados
pelas alteracdes hipocampais provocadas pelo estresse, que interfere na elaboragdo de respostas
emocionais frente a ameacgas e disputas. Essa nova experiéncia do desmame modularia de forma
negativa os processos plasticos sediados no hipocampo envolvidos com o processamento de
informacdes [26].

Ap6s quatro dias do desmame precoce, ambos 0s grupos obtiveram resultado
semelhante quanto a quantidade de lesdes, sendo que o grupo controle apresentou maior
nimero de brigas e lesdes. Este resultado pode ser analisado conforme a varia¢do da produgao
de leite e maior demanda de leite pelos leitdes. De acordo com [27], as necessidades energéticas
para a producdo de leite aumentam progressivamente durante as trés primeiras semanas de
lactacdo, sendo influenciadas principalmente pelo tamanho da leitegada. Portanto, aos 14 dias
de idade, hd uma maior demanda de leite pelos leitdes, com consequente redugdo da producao
e ejecao do leite pela fémea, e isso promove um aumento dos conflitos entre os leitdes que
permaneceram na mae.

Segundo [27, 28], leitdes que sdo criados em sistemas de amamentacdo multipla
demonstram menor agressividade se comparados com leitdes desconhecidos em um teste de
confronto social, e apds o desmame. Sendo assim, mesmo que os leitdes desmamados
precocemente aos 10 dias de idade apresentam maior agressividade nos primeiros dias, esses
animais, futuramente, podem apresentar uma hostilidade reduzida, decorrente de diversos

motivos. No presente trabalho, ndo foi mensurada as lesdes corporais em animais aos 21 dias,
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porém, no teste de campo aberto e objeto novo, os animais desmamados precocemente
responderam de forma mais tranquila se comparado com o grupo desmamado aos 21 dias. Isto
sugere-se pelo aumento da capacidade de desenvolvimento social dos leitdes no desmame
possibilitar melhor a expressao de comportamento ameacador e submisso [30].

Os resultados comportamentais obtidos no presente trabalho relevaram que os leitdes
desmamados aos 10 dias apresentaram menor quantidade de vocalizacdo no teste de campo
aberto, e menor laténcia em interagir com o artefato, além de maior proximidade e interagdo o
objeto. Esses dados sugerem que leitdes desmamados precocemente apresentam uma maior
passividade e menor reatividade em resposta ao desafio de campo aberto. No teste do objeto
Nnovo, esses mesmos animais apresentaram um maior interesse € menor inseguranga em resposta
a nova situacdo. Tais resultados corroboram com [31], que mostraram uma inibi¢ao
comportamental, com vocaliza¢des reduzidas e menor atividade, em comparacdo com leitdes
desmamados mais tardiamente. Isso sugere-se pela redu¢do da ansiedade e estresse, resultantes
da maior habituacdo ao teste promovido.

Em contraste, os leitdes desmamados aos 21 dias apresentaram no teste do campo
aberto, uma conduta mais ativa e maior frequéncia de comportamentos indicativos de estresse,
com vocalizacdes agudas. Tal resultado é semelhante ao estudo de [32], que comparou o
desmame em trés e seis semanas, € leitdes desmamados precocemente reagiram menos ao teste
de campo se comparados com 0 desmame mais tardio. Portanto, de uma forma geral, os animais
desmamados precocemente conseguiram uma adaptacdo mais rapida a situacdes estressantes,
contradizendo [9], que afirmam que o descuido materno altera o desenvolvimento neuronal e
de comportamento, pelo aumento da memdria para reflexos condicionados adquiridos na vida.
Contudo, animais desmamados precocemente, apesar do estresse excessivo no inicio da vida,
possivelmente ndo desenvolveram habilidades e reflexos através da memorizagdo, para novos

eventos supostamente estressantes, € estavam mais habituados na situagao.
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O descuido materno em mamiferos no inicio da vida promove alteracdes epigenéticas
em células neurais, levando a expressdo génica alterada [12, 33, 34]. Em ratos, variagdes nos
cuidados maternos na primeira semana de vida estdo associadas a alteracdes epigenéticas da
regido promotora do gene NR3C1, afetando a expressdo génica da variante de splicing do GR
do gene NR3C1 no hipocampo da prole adulta [18]. No presente trabalho, ndo houve alteracao
da metilacdo na regido de ligacdo da NGFI-A, localizado no gene do GR do hipocampo
(NR3C1).

De acordo com o estudo de [18], os autores consideraram um padrao de metilacdo alto
acima de 20% em animais que tiveram pouco cuidado materno, sendo que a qualidade do
cuidado materno interfere diretamente nas alteragdes epigenéticas até a vida adulta da prole.
No presente estudo, ndo houve diferenga significativa de metilacdo entre os grupos estudados
de acordo com o género, desmame precoce e convencional. O padrao de metilagdo ficou abaixo
de 10%. Portanto, € possivel que o cuidado materno até os 10 dias de idade seja suficiente para
ndo gerar alteracdes epigenéticas significativas nos leitdes desmamados precocemente.

Além disso, na suinocultura moderna, os cuidados maternos ficam restritos apenas a
presenca, tranquilidade e reatividade da matriz perante a vocalizac¢do do leitdo, diferentemente
dos estudos realizados em ratos, em que a fémea lambe e higieniza os filhotes, ou sejam,
apresentam cuidados mais proximos e amistosos com a sua prole [35, 36]. Sendo assim, o
cuidado materno restrito em ambos os grupos experimentais na espécie suina, independente do
tempo, € possivel que seja suficiente para ndo promover alteracdes de metilacdo do DNA, e
consequentemente, ndo ocasionar o silenciamento do gene codificador de GR no hipocampo.

Com relacdo a expressdo génica, os genes avaliados (NR3CI, NR3C2, FKBP5, HTRIA
e BDNF) participam da regulacdo do estresse no sistema nervoso central, especificamente no
hipocampo. A comparacao realizada entre os grupos experimentais (gé€nero e tratamentos) nao

foi significativa para nenhum gene. Sabe-se que os genes NR3CI e NR3C2 influenciam nos
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comportamentos emocionais e cognitivos, sendo que a variagdo genética para GR € relacionada
com a disfuncdo da aten¢do, enquanto a MR € correlacionada com distirbios de memorizacao
[37]. Adicionalmente, o descuido materno promove alteracdes no local de ligacdo da proteina
induzida pelo fator de crescimento do nervo I (NGFI-A), localizado no gene do GR do
hipocampo (NR3C1), no promotor do exon 1(7), levando a diminui¢do da expressdao de NR3C1
[18]. Porém, no presente trabalho, a auséncia materna ap6s os 10 dias de vida ndo foi suficiente
para provocar alteracdes na expressao desses dois genes.

O gene FKBP)5 codifica a proteina de ligacdo FK506, que € uma proteina de choque
térmico (HSP-90), importante reguladora da funcdo do GR. A proteina de ligagdo FK506 atua
como um regulador negativo da transcricio de GR, via reducdo da afinidade de ligacdo de
glicocorticoide e translocagdo nuclear do RG, ou seja, apresenta papel importante na
sensibilidade dos GR ao cortisol [38]. No experimento, possivelmente o estresse provocado
pelo desmame aos 10 dias, ndo provocou alteracdo da ligacdo dos glicocorticoides no GR do
hipocampo.

VariacOes da transcricdo do gene HTRIA estdo relacionadas com o comportamento
defensivo, na plasticidade neural, e no comportamento de defesa [39]. Ademais, o gene HTRIA,
que codifica o receptor da serotonina, um neurotransmissor importante na regulagdo da emog¢ao
e processos de controle comportamental, e a ligacdo dessa substincia nesse receptor, induz um
aumento de NGFI-A na transcricdo de GR em neurdnios do hipocampo [40]. Portanto, esse
aumento de NGFI-A leva a um aumento da expressdo de GR na idade adulta. Entretanto, os
resultados desse estudo sobre a serotonina e NGFI-A nao foram mediadores chaves dos efeitos
do desmame precoce.

O fator neutrofilico derivado do cérebro (BDNF) é um elemento crucial do
desenvolvimento do cérebro ao longo da vida, desde a infincia até a idade adulta, e promove a

neurogénese € a plasticidade sinaptica [40], além de influenciar a fun¢do no hipocampo [41]. A
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sua expressdo estd sob a influéncia de experiéncias individuais, sendo a mais importante o
cuidado materno [42]. Como demonstrado também nos outros genes, no presente trabalho nao
houve diferenca na expressao desse gene, indicando que a separagdo entre a mae e os filhotes
ndo provocou alteracdes nas respostas adaptativas do sistema nervoso.

De modo geral, os resultados da expressao génica demonstram que nao ha diferenca
significativa dos tratamentos e os diferentes genes estudados, e isso pode ser explicado que os
animais submetidos no experimento vivenciaram diferentes eventos estressantes durante todo
o ciclo produtivo da granja, e apresentaram diferentes respostas adaptativas, sendo que o

desmame precoce € apenas mais um desses eventos desafiadores.

Conclusao

A auséncia do cuidado materno em suinos desmamados a partir dos 10 dias de idade
altera o comportamento dos leitdes na agressividade, e em situacdes estressantes, os animais
desmamados precocemente demonstram uma maior habitua¢do. Além disso, ndo ha uma
remodelacdo epigenética e alteracdo da expressdo dos genes relacionados ao estresse (NR3Cl1,
NR3C2, FKBP5, HTRIA e BDNF), sendo necessarios mais estudos para compreender os
mecanismos do estresse em regides do sistema nervoso central na espécie suina, que
possivelmente, € diferente da regulacdo do estresse que ocorre em ratos € camundongos.
Adicionalmente, essas modificacdes epigenéticas podem ser transitorias ao longo de toda a vida
do animal, e de outro modo, as alteracdes epigenéticas podem ter acontecido em outras regides

gendmicas ou em genes diferentes que ndo foram englobados nesta pesquisa.
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O desmame precoce antes dos 21 dias de idade do leitdo € alternativa para minimizar o
desgaste de fémeas hiperprolificas que possuem leitegadas numerosas proveniente de fémeas
hiperprolificas. Além disso, é uma ferramenta para otimizar a reproducdo das granjas
suinicolas, e almejar a melhora significativa nos dias niao produtivos (DNPs), além de aumentar
o nimero de leitdes desmamados/fémea/ano. Outros manejos como maes de leite e lactacdo
coletiva ainda necessitam de estudos para serem aperfeicoados. O manejo de maes de leites
apresenta diversos fatores negativos, como uma maior mortalidade de leitdes na maternidade,
um maior intervalo-desmame-estro (IDE), aumento no periodo de lactacdo, e com isso, diminui
o indice de partos/matriz/ano. Adicionalmente, as fémeas destinadas ao manejo de maes de leite
podem manifestar estro durante a pratica, aumentando assim os DNPs na granja. No que se
refere a lactacdo coletiva, diversos trabalhos analisam esta pratica para que se torne viavel e
mais aceita do ponto de vista de bem-estar animal.

O desmame precoce € utilizado pois a producdo de leitdes supranumerarios é uma
realidade nas granjas. Porém, esta pratica é considerada estressante para os leitdes por nao terem
uma adaptacdo a nova dieta, pela mudanga repentina de ambiente e separa¢do da mae, além de
ndo apresentarem imunidade ativa desenvolvida. Sendo assim, estudos sobre os danos no
desempenho produtivo, assim como os aspectos relacionados a satide mental e psicoldgica dos
leitdes sdo necessarios. Sobre a producdo animal, o animal desmamado precocemente reduz o
seu ganho de peso justamente pela falta do leite materno, que, mesmo com os substitutos de
leite no mercado, os animais ndo conseguem atingir um desempenho satisfatério. Além disso,
esta pratica evidencia um aumento da incidéncia de doencas, e compromete o crescimento dos
animais e aumento da mortalidade. Ademais, quanto mais jovens sdo os animais ao desmame,
mais graves sao os problemas produtivos.

Do ponto de vista de bem-estar animal, o desmame precoce € desfavoravel, pois os
leitdes apresentam comportamentos anormais imediatos como o aumento da vocalizacao, das
brigas, de caminhadas pela baia e vicios de succao. Diferentes estudos em camundongos e ratos
destacam que a separacdo entre a mae e filhotes no inicio da vida alteram o comportamento
sobre o estresse ao longo da vida. Essas alteracdes acontecem através de mecanismos
epigenéticos e de expressdao génica, sendo que a metilagio do DNA, um exemplo de
modificagc@o epigenética, provoca silenciamento de genes importantes na regulacio do estresse
em 4areas do sistema limbico. Porém, no presente trabalho, ndo foram constatadas essas
alteracOes epigenéticas e de expressdao dos genes NR3C1, NR3C2, FKBP5, HTRIA e BDNF,
apenas foram evidenciadas alteragdes de comportamento, sendo que animais desmamados

precocemente apresentaram um comportamento mais agressivo logo apds o desmame, € maior
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passividade e menor reatividade em resposta as situacdes desafiadoras e estressantes. Sendo
assim, € possivel que haja alteragdes de expressdo génica no sistema limbico de leitdes
desmamados precocemente, e possivelmente, essas alteracdes sdo diferentes se comparadas
com os estudos em ratos e camundongos.

O bem-estar animal é um ponto critico na producdo de suinos, e nos dltimos tempos,
esse conceito teve uma maior notoriedade mundial. No Brasil, alguns manejos realizados, como
o desmame precoce, utilizacdo de gaiolas nas fases de gestacdo e maternidade, ambiente
restrito, entre outros, podem afetar o bem-estar dos animais nas granjas. Porém, existe um prazo
para adequacdo dessas praticas na producio de suinos perante a lei. Sobre o desmame precoce,
a granja deverd ampliar a idade de separagdo da mae e do leitdao para no minimo 24 dias. Sendo

assim, € uma pratica que, futuramente, nao tera aplicacao no Brasil.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Desmame precoce em leitdes: avaliagao
zootecnica e comportamento animal®, protocolo n® 072/19, sob a
responsabilidade de Stenia Severo Rabelo — que envolve a produgao,
manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 01 de Novembro
de 2019.

(We certify that the project entitled “Desmame precoce em leitdes: avaliagdo zootécnica e
comportamento animal’, protocol 072/19, under the responsibility of Stenia Severo Rabelo -
involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions
of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was
approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY
OF UBERLANDIA, in meeting of November 01st, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 20/11/2019 Término: 20/08/2020

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos S. domesticus

Numero de animais 288

Peso / Idade 1a 100 Kg/ 21-160 dias

Sexo Machos e fémeas

Origem / Local Granja comercial localizada no municipio de
Patrocinio-MG (Granja Cinco estrelas)

Local onde serdo mantidos os animais: Fazenda Cinco Estrelas, localizada no
municipio de Patrocinio-MG

Uberlandia, 06 de Novembro de 2019.

-
.

Prof. Dr.Lacie-Vilela Carneiro Girao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comiss3o de Etica na Utilizagio de Animais /UFU
Coordenador da CEUA
Portaria N© 1234 DE 01 DE OUTUBRO DE 2019
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Anexo 1. Certificado de aprovacio para realizacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA)
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Anexo 2. Quantidade de ilhas CpG, em verde, do gene NR3CI

GENE NR3C1

TGAATTTGGTAGGCGGCGTTTTTTTTTGTCGTCGTCGTCGTTTCGTAGATTCGGGG
AAGAGGGTGGGGGACGGTCGGGGCGCGGGGGAGGGTGGGTTTTGTTTTGTAAT
TTTTTTTCGGGTGCGAACGAGCGGCGGCGGTTGTAGAGTGGGTCGTTTAGACGAT
GCGGGGGAGGGGGATTTTTCGGTACGCEETE SRSl CGTATG
CGCGGATTTTTTTCGTTTTTCGAAGTTTTTTTAGAGGGCGTGTTTGGTTTTTTAGTT
TCGTAAGCGGTCGACGCGTTGCGGTATTGTTTTCGTGTAATTTCGTAGTTTCGTGT
GAAGTGATACGTTTCGTATAGTTCGGTTCGGGGGTTACGGCGCGGATTATTTTCG
CGGTTGTGTTGCGGGTCGCGTTTTGGTTTTCGTAGTTAGTTCGTTGTTATTCGTTG
GGACGTCGGCGGCGGTGGTCGTCGAGGGATAGGGCGAATTTCGGAGTGGGTTC
GGAGTCGTAGAGTTGGGCGGGGGCGGGAAGGAGCGGCGAAGAGAAATTAGAGA

AATTCGGTTTTTTTC S ASARAAIIAR G TCGGTCGTCGTCGTTTTT

ITTTTTTTGGGGCGGEGEGEEEEEEEETCGGEGEGACGGGGATCGGTTTCGCGCGGT

Anexo 3. Local dos primers outer (forward e reverse) em verde, e local dos primers inner (forward e reverse) em
amarelo
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